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Depuis Ehrenberg [4] et Dujardin [2], un trés grand nombre 
de modéles de classification des bactéries ont occupé les micro- 
biologistes : projets complets ou amendements, basés sur les 
caractéres morphologiques ou physiologiques, ou sur une combi- 
naison des deux. 

La classification, dite Linnéenne, leur a toujours servi de 
modéle. Comme on le sait, la classification Linnéenne est 
dominée par la philogénétique, celle-ci fondée sur les données 
de la paléontologie, et elle nous fait revivre, selon leur filiation, 
les espéces disparues du régne animal et végétal. Malheureu- 
sement, ce travail de reconstitution n’est pas possible lorsqu’il 
s’agit des bactéries, condamnées a disparaitre sans laisser de 
traces. De sorte que le seul moyen de suivre ce méme principe 
est de recourir 4 des hypothéses, lesquelles ne sont jamais entié- 
rement convaincantes. 

Je n’ai aucune intention d’entreprendre la critique des systemes 
projetés. Mon but n’est que d’analyser un Manuel de Classifi- 
cation actuellement le plus important: le Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology, pour voir si l’on y trouve les espéces 
connues diment cataloguées, ainsi que les moyens de déterminer 
celles que l’on vient d’isoler. Plusieurs fois complété et réédité, 
eéré par un comité (Board) de bactériologistes américains, devenu 
d’un usage international, ce Manuel est certainement le plus 
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important ouvrage d’enregistrement qui ait jamais paru en fait 
de bactéries. ee ’ 

Selon les nouvelles d’Amérique, une nouvelle édition serait en 
préparation ; elle lui fera gagner probablement encore des cen- 
taines de pages s’ajoutant aux 1.887 pages que contient |’édition 
de 1948. 

Il parait, 4 en juger par le travail de Stanier et Van Niel : « The 
Outlines of Bacterial Classification », que cette vieille question 
a trouvé un regain d’actualité en Amérique. Le systeme du Bergey 
y est jugé «artificiel » ; il devrait, pensent les auteurs, étre modi- 
fié, de maniére a présenter « a clear recognition of the natural 
groups of Bacteria, their characteristics and relationships >. Ot 
ce n’est qu’en remplacant « l’empiricism » par la « philogeny » 
que l’on pourrait construire un « systéme naturel ». 

Sans nous arréter a la critique de ce nouveau projet, notons 
seulement que les auteurs le qualifient de « naturel », ce qui 
signifierait « basé sur les données de la philogénétique ». (Voir 
ci-dessus 4 ce propos.) 

Pour en revenir au Bergey’s Manual, ce n’est pas seulement 
son systéme qui nous intéresse, mais tout particuliérement ses 
textes, empruntés aux travaux des auteurs, textes qui ne sont 
que résumés et répartis dans les compartiments du _ systéme. 
Rassemblés dans ce grand ouvrage, ces pages pourraient donc 
nous présenter une sorte de vue d’ensemble de la flore bacté- 
rienne du globe. Mais pour en juger, on ne saurait se passer d’une 
analyse du mode opératoire qui a conduit A l’isolement et la 
caractérisation des espéces dénombrées dans le Manuel. 

I] s’agit, en majeure partie, du mode opératoire élaboré par 
Robert Koch et ses disciples il y a environ quatre-vingts ans. De 
Allemagne, il s’est répandu dans le monde entier, partout ot 
s’annoncaient des recherches de Bactériologie médicale. La culture 
des germes dans du bouillon de viande, liquide ou solidifié avec de 
la gélatine, a permis d’isoler couramment un grand nombre d’or- 
ganismes pathogénes et saprophytes. La manipulation simple et 
pratique, les résultats brillants de son application lui ont assuré 
un succés hors ligne : adoptée dans tous les laboratoires de bac- 
lériologie, elle est devenue d’un emploi presque obligatoire. La 
morphologie des végétations apparues sur les milieux protidiques, 
liquides ou solides, leur mobilité, leurs caractéres de coloration, 
leur action sur le lait tournesolé, leur capacité fermentative sur 
les glucides, la production d’indol, la réduction des nitrates, toutes 
ces €preuves, standardisées, devaient servir A une caractérisation 
compléte de l’espéce isolée et A sa détermination. 


Cette méthode a conservé pendant de longues années son role 
de méthode courante, exclusive, en hactériologie ; c’est dire qu'elle 
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s’est imposée prématurément comme universelle, la seule per- | 
mettant de découvrir les microbes dans leurs habitats, de les en 
isoler et de les caractériser. De sorte que, si aucune végétation 
n’apparaissait sur la plaque réglementaire, le milieu, ou la sub- 
stance étudiés, étaient jugés vides de germes. 

Un des plus curieux exemples d’un tel jugement est dd a 
Heraeus [8], au cours de ses recherches sur la Nitrification. En 
ne trouvant sur la gélatine aucun microbe nitrificateur spécifique, 
il a nié d’emblée leur existence ; tandis que quelques traces infi- 
nitésimales d’acide nitreux dans une solution peuplée de diffé- 
rentes espéces pathogénes, l’ont conduit a leur attribuer une 
fonction nitrificatrice. Les autorités en bactériologie d’alors 
(Fligge, Cotschlich, Kruse), n’hésitérent pas aA accepter ce 
résultat, qui figure depuis dans les gros traités de langue 
allemande. 

A cette époque (fin du siécle dernier et début de celui-ci) Jes 
travailleurs en microbiologie se trouvérent divisés en deux groupes 
par l’effet méme de leur spécialisation : les uns, spécialisés dans 
Vétude des microbes pathogénes, se contentaient bien de la 
méthode de Koch. Quant a ceux qui se sont posé comme but 
étude de la dynamique bactérienne des milieux naturels, la 
méthode de Koch ne leur a pas donné satisfaction, étant impropre 
a ce genre d’étude. . 

De Ja une stagnation qui a duré jusqu’a l’énoncé du principe 
de la culture élective en 1895; suivi par |’école hollandaise 
(Beijerinck), il a conduit 4 la méthode, dite des enrichissements 
(Anhdufungen), laquelle a enfin permis de démarrer les recher- 
ches, enlisées dans le procédé de la méthode courante. 

Cet apercgu, si bref soit-il, nous permet de mettre en relief le 
réle restreint de la méthode de Koch dans la branche non médicale 
de notre science. D’un autre cété, dans les études médicales et 
sanitaires, cette méthode a fait ses preuves au moyen d’un mode 
opératoire standardisé, spécialisé, done inapplicable a tous les 
cas de dynamisme bactérien si varié du point de vue chimique. 

Ces considérations font comprendre pourquoi il est a craindre, 
pour le manuel en question, que les caractéristiques des espéces 
peuplant les milieux naturels, traitées trop sommairement par 
l’ancienne méthode, ne soient pas toujours conformes a la réalité ; 
ceci, spécialement, pour les raisons suivantes : 

1° La méthode se sert de milieux protidiques toujours pareils, 
pour la totalité des germes isolés, quels que soient leur origine et 
leur habitat normal. 

2° Elle ne prend aucun soin a ne pas troubler la constitution 
d’une espéce « sauvage », qui est généralement inadaptée au 


milieu de laboratoire. 
8° Enfin, elle ne tient aucun comple d’un facteur trés important, 
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exercant une grande influence sur les résultats des recherches et 
leur interprétation : la variabilité. 

Phénoméne général, actif pour toutes les formes de vie, nous 
avons toute raison de croire qu’il l’est particuliérement pour les 
bactéries, déja comme conséquence immédiate des traitements 
infligés A ces organismes au laboratoire. La variabilité dépend 
directement du mode de nutrition (au sens large du mot) : abon- 
dante, elle favorise les plus-variations, pauvre, les minus-varia- 
lions [4]. Il est vrai que l’on constate pas mal de cas, ou 
cette variabilité parait inactive : notamment, quand le régime 
appliqué a lespéce isolée est essentiellement pareil a celui auquel 
elle a eu bien le temps de s’adapter dans son habitat naturel ; ou 
bien, quand elle est assez tolérante, pour s’adapter au nouveau 
milieu. Mais, 4 tout prendre; on ne saurait accepter sans critique 
lenregistrement de tous les types isolés comme espéces naturelles, 
identiques 4 leurs prototypes sauvages, car il est possible qu’elles 
ne soient que des espéces écologiques, lesquelles doivent leurs 
caractéres A leur mode de nutrition, bref, des artefacts. 

De ce fait, le travail d’enregistrement entrepris par le Manuel 
en deviendrait beaucoup moins sar et plus compliqué, du fait de 
Vinstabilité des caractéres causée par ce facteur de variabilité. 

On ne trouve que peu de recherches dirigées spécialement sur 
la question de la variabilité chez les bactéries. (Le theme ne parait 
pas intéresser les bactériologistes. 

A ce propos, je ferai remarquer que pour en approfondir 
l'étude, il serait avantageux de choisir une espéce, douée de 
caractéres trés saillants du point de vue morphologique et physio- 
logique, car une petite bactérie, dénuée ou presque de caractéres 
différentiels assez nets, pourrait rendre les effets de la variabilité 
trop difficiles & apprécier. 

Pour ma part, j’ai choisi l’Azotobacter, organisme plus voyant 
et dont la morphologie comprend plusieurs stades : gros baton- 
net mobile, s’arrondissant en articles ovales ou ronds, prenant 
parfois l’aspect de tout petits cocci (nannocytose), enkystement, 
voile épais pigmenté sur la surface ; de plus, production spora- 
dique d’un pigment vert-fluorescent. 

La formule de la solution de Beijerinck pour sa culture conte- 
nant une dose de I-mannite (ou de glucose), sans azote, donnait 
une pullulation toujours abondante ; mais ce qui frappait, c était 
la proportion de formes aberrantes, souvent monstrueuses et dégé- 
nérées, Cette pratique a méme fait paraitre les Azotobacter comme 
des organismes dont le développement est lié a la présence de 
glucides dans le milieu. Le sol en est pratiquement dépourvu, a 
cause de leur décomposition rapide. Des doutes ont méme surgi 
sur le rdle de fixaleur d’azote de cette espéce (Waksman) qu’on 
lui attribuait depuis les nombreuses recherches qui ont suivi sa 
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découverte au sein du sol. Or, en supprimant les glucides et 
en les remplagant par de « mauvais aliments », tels que 
Valeool éthylique, Valcool] butylique, les sels acétique, butyrique, 
benzoique, on a vu disparaitre toutes ces formes aberrantes, |’ évo- 
lution passant réguli¢rement par les mémes stades, se succédant 
d’une maniére constante. 

Non moins vive est la réaction de l’espéce envers l’azote orga- 
nique qu’elle ne supporte pas normalement : ainsi, elle laisse clair 
le bouillon Martin, de méme qu’une solution d’asparagine ou 
d’autres corps amidés ; son développement dans une solution pep- 
tonée est si chétif que la dose de l’azote total du milieu reste 
pratiquement non entamée. 

Or, Den Dooren de Jong [5] nous montre, par une série d’expé- 
riences, qu’en additionnant la solution classique glucosée de doses 
de substances organiques azotées diverses, on peut obtenir une 
végétation, mais totalement aberrante, laquelle, introduite dans le 
milieu dit normal, est parfois réversible, et parfois ne lest déja 
plus. Les variantes obtenues différent d’aspect, mais il y en a 
qui paraissent avoir totalement perdu l’habitus coutumier des 
Azotobacter, remplacé par des formes filamenteuses, rappelant 
Jes mycéliums des champignons. 

L’exemple me parait suffire pour illustrer combien il est facile 
de faire varier les caractéres bactériens tenus pour diffé- 
rentiels. 

La stabilité des caractéres enregistrés est d’autant plus diffi- 
cile 4 admettre que quelques soins sont nécessaires pour l’obtenir, 
lesquels ne sont pas d’ordinaire pratiqués au laboratoire. Pour en 
donner une idée, il serait peut-étre utile de rappeler une petite 
série d’essais intitulée « Analyse microbiologique du sol » [6], 
dont le mode opératoire, excessivement simple, permet de décou- 
vrir et de s’emparer des agents microbiens possédant justement 
les caractéres physiologiques intéressant l’expérimentateur ; rien 
de plus facile, par exemple, que d’isoler directement du sol une 
espéce glycolytique ou protéolytique ; ce serait l’affaire de quel- 
ques heures. Une quantité d’autres substances alimentaires pour- 
raient également servir d’appat aux microbes avides de leurs ali- 
ments de prédilection. 

La réaction inverse, en quelque sorte, est manifestée par |’ Azo- 
tobacter qui réagit trés neltement au manque de bons  ali- 
ments [7], en envahissant les plaques de silico-gel imprégnées 
d’une petite dose d’alcool éthylique, strictement dépourvues de 
toute trace d’azote ; ce qui peut étre considéré comme la meil- 
leure preuve du bon fonctionnement du mode opératoire adopté. 
Or, si l’on connaissait les adaptations d’un microbe, il serait peut- 
étre possible de le préserver des variations qu’i] aurait a subir 
dans un milieu quelconque. 
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Passons maintenant a la procédure de la classification, spécia- 
lement dans le Bergey’s Manual. 

Commengons par nous demander quel serait le sens réel de 
l’expression « Classification naturelle », dont on se sert assez 
souvent. 

Or, en feuilletant le Manuel et en considérant les espéces enre- 
gistrées hors des cadres, ov on les a placées, on en retire lim- 
pression que l’on pourrait fort bien se passer d’une classification 
savante en se bornant aux groupements des unités considérées 
seules, Car leur foule relativement uniforme se trouve jalonnée 
par des biotypes qui présentent des caractéres plus nets, en tant 
que forme et fonction, que les types qu’on leur associe. Ces type 
species figurent déja dans le Manuel, placés en téte des groupes. 
Les espéces que réunissent ces derniers se composent en partie 
de variantes et de*types écologiques dérivés du biotype fonda- 
mental. Il serait certainement impossible de décider si ces espéces, 
soi-disant de second ordre, proviennent directement du biotype, 
ou si elles sont redevables de leur constitution a d’autres 
influences; mais le fait qu’elles sont quasi apparentées au type 
de téle parait suffisant pour les faire figurer dans une classifi- 
cation dite naturelle. 

Composée d’un certain nombre de biotypes, entourés de leurs 
soi-disant satellites, cette classification serait la plus simple que 
lon puisse imaginer : un systéme artificiel ne parait que com- 
pliquer les choses. Ces complications seraient dues a des ques- 
tions controversées sur le rdle de la philogénétique, toujours hypo- 
thétique et sur lequel il est difficile de se mettre d’accord, ainsi 
qu’au mode de détermination de l’espéce, nécessairement précédé 
qu’elle est par celle de la classe, de l’ordre, ou sous-ordre de la 
famille, ou de la sous-famille, de la tribu, du genre composé d’un 
trés grand nombre d’espéces, en se servant d’autant de clefs. 

Le biotype enfin atteint, on le trouve suivi dans le Manuel des 
caractéristiques des satellites, lesquelles ne different de celles des 
types que par quelques détails secondaires, ce qui oecupe énor- 
mément de place, les variantes étant toujours nombreuses. 

Ne serait-il pas plus rationnel de ne les désigner que par des 
numeéros en y ajoutant, laconiquement, les seuls caractéres qui 
les différencient du type principal ? 

Certes, il faudrait beaucoup de travail pour réformer la pré- 
sentation du Manuel, et je ne pense pas que ce travail puisse 
étre entrepris avant longtemps; je crois, néanmoins, que mes 
Suggestions se montreront utiles du jour ow les bactériologistes, 
fatigués par l’aspect touffu de la systématique bactérienne, son- 
geraient a la réformer en faveur d’un mode plus simple et 
mon avis, plus rationnel. 


I] se peut que certains microbiologistes soient choqués par 


se 


a a 
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Pidée de supprimer la classification Linnéenne dans le cas des 
bactéries, habitués qu’ils sont de s’en servir pour toute classi- 
fication. 

Or, tout travail établi selon les régles de cette classification 
devrait étre basé avec quelque précision sur le principe philo- 
génétique, qu’il est impossible d’appliquer aux bactéries. Il serait 
donc plus correct de nous borner a |’appliquer au régne animal 
et au régne végétal, ou il est bien a sa place, sans chercher a 
englober dans sa sphére les formes plus élémentaires de la vie. 

On devrait se contenter de ce que les bactéries se laissent toul 
de méme systématiser, sous forme de groupes représentés par des 
Biotypes, qui sont, eux, bien différenciables. 

Ce ne parait pas étre le cas pour les formes de vie encore plus 
rudimentaires, telles que virus et bactériophage. La, toute systé- 


matisation rationnelle — en dehors des dégats causés par leur 
parasitisme — est condamnée a demeurer impossible. 
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INFECTION TUBERCULEUSE ABORTIVE DU COBAYE 

DETERMINEE PAR L’INOCULATION 
DE UNE OU QUELQUES UNITES 
DE BACILLES TUBERCULEUX JEUNES 
OU DE PRODUITS PATHOLOGIQUES HUMAINS 
PRELEVES 

CHEZ DES SUJETS SUSPECTS DE TUBERCULOSE 

OU ATTEINTS DE CETTE MALADIE 


par L. NEGRE et J. BRETEY (*) 


(Institut Pasteur.) 


A. Calmette et J. Valtis [4] ont décrit les premiers une infec- 
tion tuberculeuse bénigne chez des cobayes inoculés sous 
la peau avec des filtrats sur bougies Chamberland L, de cultures 
de bacilles de Koch obtenus sous des pressions de 25-30 cm de Hg 
qui n’en permettent pas le franchissement par des bacilles tuber- 
culeux normaux. 

Cette infection légére a laquelle on a donné le nom de type 
Calmette-Vallis est caractérisée par une sensibilisation passagére 
i la tuberculine des cobayes ainsi inoculés, accompagnée d’une 
hypertrophie également transitoire de certains groupes de leurs 
eanglions. Apres de longues recherches on peut y trouver parfois 
quelques rares amas de. bacilles, les uns cyanophiles, les autres 
plus ou moins acido-résistants. L’ensemencement sur les milieux 
i Poeuf de ces ganglions et leur réinoculation a des cobayes neufs 
restent négatifs. 

A. Vaudremer [2], E. Sergent et Dare F.. Arloing et 
Dufourt [3] ainsi que d’autres auteurs ont obtenu des résultats 
semblables. J. Valtis et F. van Deinse ont montré que, pour aller- 
giser des cobayes par inoculation de filtrats de cultures de bacilles 
tuberculeux, il faut employer des germes jeunes. Mais malgré ces 
précautions, les cas d’ allergisation de cobayes par l’inoculation 
de ces filirats restaient tout a fait exceptionnels. 


* Société frangaise de Microbiologie. Séance du 5 juillet 1951. 
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Comme une recherche minutieuse des bacilles acido-résistants 
dans ces filtrats centrifugés demeurait négative, et que leur ense- 
mencement sur les milieux a l’ceuf ne donnait pas de cultures de 
bacilles tuberculeux, on en a conclu que les éléments filtrables de 
ces germes devaient étre invisibles au microscope ou a la limite 
de la visibilité et on a parlé d’un ultravirus tuberculeux. On a 
méme attribué 4 ce dernier l’origine de certaines lésions atypiques 
de la tuberculose. 

L’inconstance des résultats obtenus et l’interprétation qui en 
avait été donnée ont fait abandonner ces recherches depuis une 
quinzaine d’années. 

Nous avons done cru utile de les reprendre et par les conclu- 
sions que nous en avons tirées (voir ces Annales, 82, p. 1), nous 
pensons avoir pu éliminer l’hypothése de l’existence d’un ultra- 
virus tuberculeux en démontrant que les éléments des bacilles de 
Koch qui traversent les bougies Chamberland L, sont des formes 
jeunes de ces germes dont on ne peut obtenir la filtration que 
sous des pressions supérieures 4 50 cm de Hg. 

Dans l'étude de cette question, l’emploi de la filtration n’a 
plus sa raison d’étre. Elle ne sert qu’a raréfier les éléments jeunes 
des bacilles tuberculeux qui sous ces pressions traversent les 
bougies Chamberland L, plus facilement que les bacilles Agés. 

I] était done plus logique d’étudier l’action des formes jeunes 
des bacilles tuberculeux, soit par J’inoculation d’un trés petit 
nombre d’éléments de ces derniers A des animaux de laboratoire, 
soit par l’inoculation au cobaye de produits pathologiques de 
sujets suspects de tuberculose, par.conséquent au début de leur 
infection. 

Nous rappelons que, d’aprés les recherches de L. Neégre, 
A. Boquet et J. Valtis [4], continuées par l’un de nous [5], les 
bacilles tuberculeux agés de moins de six jours ont un pouvoir 
sensibilisant a la tuberculine et un pouvoir toxique moindre que 
les bacilles Agés et que, d’autre part, ils sont moins virulents que - 
ces derniers. 

J. Asselineau [6] vient de montrer que les bacilles tuberculeux 
4gés de trois jours contiennent trois fois moins de lipides que les 
bacilles plus évolués, ce qui explique nos constatations sur 
le faible pouvoir pathogéne de ces germes. 

Cependant les résultats des expériences récentes de K. Bloch [7] 
paraissent en contradiction avec les ndtres. Cet auteur a inoculé 
4 des souris des quantités équivalentes de cultures, en milieu de 
Dubos, de bacilles tuberculeux humains et bovins agés de trois 
jours el de trois semaines. Ceux de trois jours se sont montrés 
beaucoup plus virulents que ceux Agés de trois semaines. Il nous 
semble que ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que les 
bacilles tuberculeux en milieu de Dubos ont un métabolisme diffé- 
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rent et une évolution beaucoup plus rapide que dans les autres 
milieux. Une culture de trois jours en milieu de Dubos ne doit 
plus pouvoir étre considérée comme une culture jeune compa- 
rativement avec ce qui se passe dans les autres milieux. 


INFECTION TUBERCULEUSE ABORTIVE DU COBAYE 
DETERMINEE PAR L’INOCULATION A CET ANIMAL 
DE QUELQUES UNITES DE BACILLES DE KocH JEUNES. 


J. Brerey [8] a étudié les effets que peut avoir l’inoculation au 
cobaye d’un seul bacille de Koch isolé au micromanipulateur. I] 
a utilisé dans ses expériences des cultures jeunes de ces germes. 

Pour que l’infection par un seul bacille soit bien démonstrative, 
i! faut que le bacille ne soit pas mis a l’abri des moyens de défense 
de l’organisme, soit dans le micromanipulateur, soit dans un 
support tel que la gélose. Pour éviter cette cause d’erreur, 
J. Bretey a fait tomber dans une plaie de décollement sous- 
cutané la goutte contenant le bacille isolé au micromanipulateur. 

Dix cobayes ont été infectés au moyen d’une émulsion pré- 
parée sans adjonction de bile qui peut avoir une action nocive 
sur les bavilles. Un cobaye a été inoculé avec 3 bacilles et 
9 cobayes avec un seul bacille. Cing de ces derniers sont devenus 
tuberculeux. Les 4 autres et celui qui avait recu 3 bacilles ont 
présenté des réactions allergiques transitoires. L’intensité et la 
persistance de ces derniéres sont définies dans le tableau ci- 
dessous. 

+ indique une réaction positive pas trés intense ; 

E (grand épaississement) une réaction un peu moindre, mais 
qui a une valeur si elle se répéte ; 


e (petit épaississement) une réaction tout a fait douteuse, mais 
non nulle. 


INTRADERMO-REACTIONS AUX 


COBAYES 
numéro 
inoculés 


BACILLES 


36° j. | 45° j. | 58° j. | 73° 5. | 86° j. | 115°5. | 138° j. 


+ 


A leur autopsie les cobayes 3 et 4 n’ont montré aucune lésion 
suspecte de tuberculose. Les 3 autres cobayes (n® 1, 8 et 10), 
considérés comme neufs, ont été infectés par un bacille virulent 
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six mois aprés l’expérience de micromanipulation et se sont 
comportés comme des animaux vaccinés. 

On ne pouvait pas supposer que ces animaux avaient été spon- 
tanément infectés puisqu’ils avaient au début de l’expérience une 
intradermo-réaction 4 la tuberculine négative. 

Il était impossible d’admettre qu’ils avaient été sensibilisés A 
cette substance par des bacilles morts puisque pour rendre aller- 
giques des cobayes par injection de bacilles morts il faut une 
dose de l’ordre de 0,01 mg. On pouvait done en conclure que 
dans plusieurs de ces cas, les cobayes inoculés avec un seul 
bacille jeune avaient surmonté |’infection. 

Ces expériences sont confirmées par celles que L. Neégre a 
effectuées en inoculant 4 des lapins et a des cobayes par les voies 
sanguine et sous-cutanée des dilutions étendues de bacilles tuber- 
culeux bovins jeunes cultivés en milieu de Besredka. 

Ces émulsions de plus en plus pauvres en bacilles agés de 
moins de six jours ont été chaque fois ensemencées sur des tubes 
de milieu de Léwenstein; grace a la numération des colonies 
développées, il a été possible de savoir quel était approximati- 
vement le nombre de germes jeunes par centimétre cube de la 
dilution inoculée au lapin et au cobaye. 

Les animaux ainsi inoculés ont été éprouvés a4 divers intervalles 
par injection intradermique de 1/20 de centimétre cube de tuber- 
culine brute au cobaye et intraveineuse de la méme dose de cette 
substance au lapin avec observation de la réaction thermique 
produite. 

Dans des lots de cobayes inoculés avec la méme dilution d’une 
culture jeune de bacilles tuberculeux et devant contenir, d’aprés 
la numération des colonies, moins de 10 germes par centimétre 
cube, L. Négre a observé comme J. Bretey des animaux ayant 
des lésions tuberculeuses bénignes sur leurs organes et d’autres 
sans lésions des organes, a part, quelquefois, une légére hyper- 
trophie ganglionnaire, mais présentant aprés injection intrader- 
mique de tuberculine un simple épaississement plus ou moins 
prononcé de la peau ou une réaction positive faible. 

D’autre part, des lapins inoculés dans la veine avec les mémes 
dilutions de cultures jeunes de bacilles tuberculeux ont réagi a 
la tuberculine vers les vingt et uniéme et vingt-deuxiéme jours 
apres leur inoculation. Ils ont cessé de réagir a cette substance 
Jes quarante-cinquiéme et quarante-septiéme jours aprés cette 
derniére. Ils ont été sacrifiés A cette date. L’ensemencement de 
leurs poumons et de leur rate sur le milieu de Lowenstein est 
resté négatif. Parmi les cobayes neufs qui ont été inoculés avec 
ces organes, certains sont devenus tuberculeux. 

Nous avons schématisé dans le tableau suivant les résultats que 
nous avons obtenus aprés l’inoculation aux animaux de labora- 
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toire, soit de filtrats de cultures jeunes de bacilles tuberculeux 
obtenus sous une pression supérieure a 50 cm de Hg, soit de 
une a quelques unités de bacilles agés de moins de six jours. 


Cobayes et lapins inoculés Cobayes et lapins inoculés avec une a quelques unilés 
avec des filtrats sur bougies de bacilles tuberculeux jeunes. 
Chamberland L, sous la pres- Tn 
sion de 50 4 60 cm de mercure Expériences de J. Bretey Expériences de L. Négre 
de cultures de bacilles tuber- cobayes cobayes et lapins 
culeux agés de 2 @ 5 jours. inoculés avec 1 germe. inoculés avec 1 & 10 germes 
ee SS NS eee NN ann ce ae Pe re 

Lésions Allergie Lésions Allergie Lésions Allergie 

discrétes. transitoire. évolutives. transitoire. discrétes. transitoire. 

Ens. +. Ens 0% Ens. +. Bs. 0: 

Inoc. +. Inoc. 0. inoc. +. Inoc. + ou 0. 


On peut voir que les résultats obtenus par l’inoculation au 
cobaye et au lapin de filtrats ou d’une 4 quelques unités. de 
bacilles tuberculeux jeunes ont été sensiblement concordants. 

Dans les 2 cas, lorsque des lésions ont été produites, elles ont 
été peu étendues. Leur ensemencement sur le milieu de Lowen- 
stein et leur réinoculation a des cobayes neufs ont été positifs 
pour le bacille de Koch. 

Chez les animaux n’ayant présenté qu’une allergie transitoire 
apres J’inoculation de filtrats ou de quelques unités de bacilles 
tuberculeux jeunes, l’ensemencement des organes sur le milieu 
de Lowenstein n’a donné aucune culture de ces germes dans 
Pun et l’autre de ces cas. La rémoculation des organes des ani- 
maux inoculés avec les filtrats a été toujours négative pour la 
tuberculose, alors qu’elle a été tantdt positive, tantot négative 
pour ceux inoculés avec quelques unités de bacilles tuberculeux 
jeunes. On peut supposer que dans ce dernier cas les bacilles 
deviaient étre un peu plus nombreux. 


INFECTION TUBERCULEUSE ABORTIVE DU COBAYE 
DETERMINEE PAR L’ INOCULATION A CET ANIMAL 
DE PRODUITS PATHOLOGIQUES 
PRELEVES CHEZ DES SUJETS SUSPECTS DE TUBERCULOSE 
OU ATTEINTS DE CETTE MALADIE. 


Puisque Vinoculation & des cobayes de rares bacilles tubercu- 
leux jeunes peut produire chez ces animaux dans ecrtains cas 
une forme abortive de la tuberculose, il était permis de penser 
qu’on pourrait rencontrer une infection bénigne semblable chez 
des cobayes inoculés avec des produits pathologiques prélevés 


chez des sujets suspects de tuberculose ou atteints de cette 
maladie surtout a son début. 
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La recherche du virus tuberculeux dans ces produits a été faite: 
1° en les ensemencgant sur le milieu de Lowenstein apres les 
avoir traités par l’acide sulfurique dans les cas ot cela était 
nécessaire ; 2° en les inoculant sous la peau de 3 cobayes avec ou 
sans traitement préalable par l’acide sulfurique. Lorsqu’il s’agis- 
sait de sang, recueilli en milieu citraté, 2 cm? a 2,5 cm® ont été 
injectés, 

A partir de leur inoculation, les cobayes ont été éprouvés a 
différents intervalles par injection intradermique de 0,1 cm* de la 
dilution de tuberculine brute a 1/20. 

Sur 403 produits qui nous ont été envoyés par des médecins 
pour la recherche du bacille de Koch, 135 nous ont donné des 
résultats positifs pour ce germe par inoculation au cobaye et 
ensemencement sur des milieux a ]’ceuf. Parmi les 268 autres cas 
ou l’ensemencement du produit n’a pas donné de culture de 
hacilles tuberculeux et ot les cobayes inoculés n’ont pas été 
tuberculisés, nous en avons trouvé 24 dans lesquels certains de 
ces animaux ont présenté une allergie transitoire accompagnée 
dune hypertrophie de certains groupes ganglionnaires. 

En effet, parmi les 3 cobayes inoculés par chacun des produits 
examinés ce n’est que tout a fait exceptionnellement que tous 
sont devenus sensibles 4 la tuberculine. Le plus souvent un seul 
a réagi positivement a cette substance, parfois deux. 

Cette allergie ne s’est manifestée en général que vers le qua- 
rantieme a cinquantiéme jour aprés l’inoculation du produit ou 
méme plus tardivement. Elle n’a pas duré plus d’un ou deux 
mois. Elle a été le plus souvent faible (+), parfois d’intensité 
moyenne (++), plus exceptionnellement forte (+++) ou trés 
forte (++++) avec nécrose. 

Si on sacrifie en méme temps les 3 cobayes inoculés avec un 
méme produit au cours de Ja période d’allergie de certains 
d’entre eux, on constate que seuls les allergiques présentent une 
legére hypertrophie de certains groupes ganglionnaires (ingui- 
naux, sous-lombaires, trachéo-bronchiques). Elle est particulié- 
rement marquée chez ces derniers. On observe aussi assez fré- 
quemment un aspect granuleux de Ja surface de la rate, légére- 
ment hypertrophiée. Cet état de la rate peut exister sans hyper- 
trophie ganglionnaire. On ne voit aucune lésion tuberculeuse sur 
les différents organes. La recherche des bacilles de Koch par 
examen microscopique des frottis des ganglions hypertrophiés 
et de la rate faite pendant quinze a vingt minutes n’a jamais 
permis d’y constater la présence de germes acido-résistants. 

L’examen histologique des ganglions hypertrophiés et des 
rates granuleuses effectué dans certains cas par M. Bablet n’a 
jamais révélé existence de lésions folliculaires. — 

L’ensemencement de ces ganglions sur plusieurs tubes de 
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IL. 


TV: 


VI. § 


VIL. 


VUI. S 


~ 


XI. 


NATURE DU PRODUIT 


Sang 


Sang 


. Sang 


. Sang 


Sang 


ORIGINE 


B. érythéme noueux. 
,_ (D* J. Troisier.) 


T. érythéme noueux. 
(Dr J. Troisier.) 


M. érythéme noueux. 


(D* Weill-Hallé.) 


D. érythéme noueux. 
(D' J. Troisier.) 


B. érythéme noueux. 


(D* Paisseau.) 


B. 
(D" J. Troisier.) 


Malade tuberculeux. 


Malade tuberculeux. 


Malade tuberculeux. 


Hyperthermie. 


(Professeur Chabrol). 


4s" prélévement. 


2° prélévement. 
(3 jours aprés.) 


3¢ prélévement. 
(46 jours aprés.) 


Enfant Hodgkin. 
(Professeur Turpin.) 


~~ 
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&LAIS RESULTATS DE 
autopsie LESIONS 
ee Culture eee 
72 Ggl. sous-lomb. hypertr. Rate granul. 
idem. 0 
0 
0 
65 Ggl. sous-lomb. et ing. hypertr. 0 0 
0 
402 0 
48 Ggl. sous-lomb, hypertr., rate granul. 0 0 
36 0 0 0 
36 Ggl. sous-lomb. = lentille. 0 0 
Ggl. tr. bronch. 0 
62 Ggl. sous-lomb. hypertr. 0 
—~662 Ggl. sous-lomb. hypertr. 0 
400 0 0 
56 Ggl. ing. et sous-lomb. hypertr., rate: 0; 0 0 
poum., 3 points suspects. 
yal Ggl. tr. br., hypertr., rate granul. 0 
39 Points suspects sur foie. 0 0 
[Bi Ggl. tr. br. hypertr.. rate granul. 0 
157 0 
{87 0 
89 Rate granul. 
228 
08 0 0 
(06 0 


> 
o 
coo 


b57 Ggl. sous-lomb., gros ggl. tr. br. 0 I. D. + sans_lésions. 
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ee 
DELATS D APPARITION 
NATURE DU PRODUIT ORIGINE et intensité de l’'allergie 
(en jours) 
XU SAS Ween ce ere Cordon placentaire, 53 66 
femme tuherc. 0 te 
(Baudelocque.) 0 0 
NOUN ME Sees Ge ei MM o Enfant de mére tuberc. 25 4h 60 
(Professeur Grasset.) 0 0 0 
0 0 0 
0 
Ggl. mésentériques . . 0 ue a 
Nécrose 
E {+/f{| + 
XIV. Ggl. mésentériques . . Enfant S. M. 58 
(Dt Paisseau.) 3=+ 
Sje= (1) 
XV. Liquide pleural. . . . Je 48 
+ 
0 
0 
XVI. Liquide pleural. .. . ibe 60 
+ 
0 
0 
i 
INSV UU Buse aes sr oh ees D. Al 49 
f=) OG 
0 J++ 
0 |++ 
SVU Urine ee heectt cache P. 48 63 
Ge se 
are iy 
SIS Urimes sa ore T. Erythéme noueux. 38 | 50 65 
(D® Troisier.) 0 |+f} +++ 
0 0 0 
XX Urines 2 =e. eree E. N. 28 43 49 65 
OF Lt ae 0 
Bohr ee 
XXI. Liquide tubage gastrique. D' J. Weill. 33 96 414 442 
E | ++ 
0 ar = 0 
XXII. Peau sarcoide. ... - Professeur R. Turpin. 39 
+ 
0 
0 
XXII. Peau lésion chez granulique. D' Courcoux. 32 46 68 82 
0 0 in) ene 
0 0 + + 
XENIVGLOSIGILGH = oe js acne ee D* R. Massart. ea I ate 49 73 
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LESIONS 


Ggl. sous-lomb. hypertr. Rate hyper. 
0 


Ggl. sous-lomb. hypertr. 
0 
0 

Ggl. sous-lomb, pois. 

Ggl. ing. pois. 

Ggl. ing. hypertr. 

Ggl. sous-lomb. hypertr., rate granul, 
0 


0 


Rate granul. 


Gel. sous-lomb. hypertr., rate granul. 


Ggl. sous-lomb. hypertr., ggl. ing. hypertr. 
0 


Ggl. ing. et sous-lomb. hypertr. 


Gg]. sous-lomb. hypertr. 


Ggl. sous-lomb. hypertr. 
0 


Ggl. sous-lomb. hy pertr., rate hypertr. granul. 


Ggl. ing. et sous-lomb. hypertr. 


RESULTATS DE 


Culture 


inoculation 
a 3 cobayes 
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milieu de Lowenstein n’a jamais donné lieu au développement 
d’une culture de bacilles de Koch. 


De méme leur réinoculation 4 3 cobayes dans tous les cas ot 


elle a pu étre pratiquée est restée négative. ae 

Cependant dans 2 cas un de ces animaux sur 3 a réagi a 1a 
iuberculine sans présenter de lésions tuberculeuses 4 son autopsie 
et sans que la réinoculation de ses ganglions et de sa rate a des 
cobayes neufs les ait rendus tuberculeux. 

Le tableau précédent donne le détail des résultats obtenus pour 
chacun des produits. 

Comme on peut s’en rendre compte par ce tableau, la forme 
abortive de l’infection tuberculeuse du cobaye que nous venons 
de décrire a été provoquée dans Ja moitié des cas (12 sur 24) par 
inoculation de sang de sujets atteints d’érythéme noueux, ou de 
tuberculose pulmonaire et de sang du cordon placentaire d’une 
femme tuberculeuse ; dans l’autre moitié des cas par l’inoculation 
de ganglions mésentériques d’un enfant nouveau-né issu d'une 
mére tuberculeuse, d’urines, de liquides d’épanchement des 
séreuses, de lésions cutanées et de foyers d’ostéite. 

Dans l’observation X ot 3 prélévements successifs de sang ont 
été faits chez une femme hyperthermique, on voit la disparition 
presque compléte des éléments qui avaient provoqué Vlallergie 
des cobayes auxquels ils avaient été inoculés, au début de 
infection de cette malade. 

Les produits dont l’inoculation a provoqué chez le cobaye les 
réactions intradermiques a la tuberculine les plus intenses sont 
les ganglions mésentériques de l’enfant nouveau-né issu d’une 
mére tuberculeuse et certains échantillons de sang et d’urines. 

C’est avec des produits analogues (ganglions mésentériques 
d’enfants nouveau-nés de méres tuberculeuses, sérosités articu- 
laires, liquides d’hydrocéle ou d’ascite, sang et urines de tuber- 
culeux ou de sujets suspects de tuberculose, lésions d’ostéite 
tuberculeuse ou de tuberculose cutanée) que A. Calmette, J: Valtis 
et M. Lacomme [9] et, aprés eux, plusieurs autres auteurs ont 
obtenu, par leur inoculation directe au cobaye sans filtration, une 
forme bénigne de tuberculose identique a celle que nous venons 
de décrire. 

Ces expérimentateurs ont pu croire que les caractéres spéciaux 
de Vinfection provoquée chez le cobaye par l’inoculation de ces 
produits étaient dus a un ultravirus tuberculeux. 

Nos recherches permettent de penser, pour les raisons que nous 
avons exposées, que cette forme abortive de |’infection tubercu- 
leuse du cobaye n’est pas due a des formes plus ou moins invi- 
sibles du virus tuberculeux, mais a quelques unités de bacilles 
incomplétement évolués, moins virulents que les germes plus agés 
et plus phagocytables que ces derniers, puisqu’ils sont moins 


— 


INFECTION TUBERCULEUSE ABORTIVE DU COBAYE 143 


riches en lipides. On peut s’expliquer ainsi leur rapide disparition 
de l’organisme des cobayes inoculés. Ils ont toutefois le temps de 
sensibiliser ces animaux a la tuberculine et de produire une 
certaine hyperplasie des ganglions lymphatiques qu’ils ont momen- 
tanément parasités. 


CoNcLUSIONS. 


[1 ressort de nos recherches que l’inoculation au cobaye de un 
ou quelques rares bacilles tuberculeux jeunes provoque chez cet 
animal soit une tuberculose nodulaire, soit une infection tuber- 
culeuse abortive caractérisée par l’absence de lésions sur les 
organes et par une allergie transitoire souvent accompagnée 
d’une hypertrophie de certains groupes ganglionnaires, notam- 
ment des ganglions trachéo-bronchiques. 

De méme aprés I’inoculation au cobaye de 403 produits prove- 
nant de sujets suspects de tuberculose ou atteints de cette maladie, 
nous avons observé non seulement dans 185 cas une tuberculi- 
sation des animaux inoculés, mais parmi les 268 cas ow toutes 
les recherches de bacilles tuberculeux ont élé négatives, 24 cas 
ou certains des cobayes inoculés n’ont présenté comme signe de 
leur infection qu’une allergie et une hypertrophie ganglionnaire 
transitoires sans qu’il nous ait été possible de mettre en évi- 
dence dans ces ganglions des lésions folliculaires et des bacilles 
acido-résistants virulents. 

Les inoculations de rares bacilles jeunes et de produits prove- 
nant de sujets suspects de tuberculose ou atteints de cette maladie 
ayant donné les mémes résultats, nous pensons que dans ce 
dernier cas l’infection légére du cobaye révéle l’existence dans 
ces produits de bacilles tuberculeux incomplétement évolués qui 
n’ont pas encore fixé tous les lipides entrant plus tard dans leur 
composition et qui, par ce fait, sont beaucoup plus facilement 
phagocytables. Puisque nous avons mis en évidence ces germes 
er cours d’évolution surtout dans le sang, on peut se demander 
sils ne jouent pas un role dans la dissémination du virus 


tuberculeux. 
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ERRATUM 


Ces Annales, 1952, 82, Mémoire Berthe Delaporte et Louis Siminovitch, p. 97 : 
Au lieu de : « Explication des figures », Jive : Explication de la planche et de la 
figure 2 ». 

Les numéros 1 a 18 indiqués dans Je texte correspondent aux numéros de la 
planche hors-texte et de la figure 2. L’ordre des figures | et 2 a été interverti. 


RECHERCHE DES ANTICORPS SERIQUES 
DU TYPE LANSING A LA PHASE AIGUE 
ET A LA PHASE CHRONIQUE DE LA POLIOMYELITE 


par V. PAVILANIS et P. LEPINE. 


(Institut de Microbiologie et.d’Hygiene de lVUniversilé 
de Montréal, et Institut Pasteur de Paris.) 


La constatation, en 1910, par Netter et Levaditi [4] de la pré- 
sence d’anticorps neutralisant le virus poliomyélitique dans le 
sérum des malades convalescents de paralysie infantile a ouvert 
la série des recherches expérimentales sur la sérologie de cette 
affection. Mais ce n’est que vingt ans plus tard que des études 
systématiques ont été entreprises qui, primitivement concues a 
l’origine pour évaluer sur des bases scientifiques la valeur possible 
d’une sérothérapie de la paralysie infantile, devaient peu a peu 
conduire 4 des constatations d’une importance capitale et renou- 
veler entiérement les conceptions sur l’immunité dans la polio- 
myélite. 

Aprés Netter et Levaditi (loc. cit.), Béatrice Howitt [2], 
Jensen [38], Eagles et ses collaborateurs [4] ont montré que les 
formes abortives de Ja poliomyélite pouvaient faire apparaitre 
en abondance des anticorps neutralisant le virus et que leur taux 
était plus élevé que chez les malades atteints de formes paraly- 
tiques. Mais B. Howitt (loc. cit.) en 1932, Harmon et Harkins [5] 
en 1936, puis d’autres auteurs ne retrouvaient ces anticorps que 
chez 60 p. 100 environ des convalescents, alors que de nom- 
breux travaux (Aycock et Kramer [6], Fairbrother et Brown [7], 
Shaughnessy, Harmon et Gordon [8], Faber [9], Schultz et 
Gebhardt [40], Soule et McKinley [44], Brodie [42], Netter, Levaditi 
et Hornus [43], etc.) démontraient la présence de ces mémes anti- 
corps chez 85 a 95 p. 100 des adultes n’ayant jamais été atteints 
de poliomyélite. 

Il était, dés lors, évident que la présence des anticorps n’était 
pas exclusivement fonction d’une infection clinique par le virus 
et que leur apparition, comme leur interprétation, dépendait de 
facteurs beaucoup plus complexes que l’on ne le supposait au 
début. 

Jusqu’en 1940, la mise en évidence des anticorps et de leur 
action neutralisante sur le virus n’avait pu étre faite que par le 
moyen de l’inoculation au singe, obstacle technique qui a inévi- 
tablement limité l’application des recherches a des groupes res- 
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treints d’individus. L’adaptation aux muridés par Armstrong [44] 
de la souche Lansing a permis d’étendre considérablement le 
champ des investigations sérologiques, en permettant désormais 
d’employer la souris comme animal d’expérience, et depuis lors, 
de nombreux auteurs ont adopté la neutralisation du virus Lansing 
inoculé a la souris comme critére de la présence des anticorps 
poliomyélitiques chez homme. 

Disons tout de suite que la question de la corrélation entre le 
taux des anticorps pour une souche adaptée aux muridés et celui 
des anticorps pour les souches exclusivement pathogénes pour le 
singe, question sur laquelle nous aurons a revenir, ainsi que la 
signification de ces anticorps du point de vue de l’état réfractaire 
individuel, sont des sujets encore discutés. I] est néanmoins géné- 
ralement admis, a la suite des résultats concordants de trés nom- 
breux travaux, que le niveau des anticorps anti-Lansing dans une 
population donnée est un indice assez fidéle de ]’état d’immunité 
de cette population, dans son ensemble, vis-a-vis de l’infection par 
le virus poliomyélitique. 

Parmi les résultats obtenus par le test de la neutralisation du 
virus Lansing, l’un des plus intéressants est la courbe résultant 
des recherches de Turner, Young et Maxwell [45] sur l’Age d’ap- 
parition des anticorps neutralisants au cours de lenfance. 
L’examen de 303 enfants normaux de la ville de Chicago, n’ayant 
pas eu la poliomyélite, a montré a ces auteurs que jusqu’a l’Age 
de 38 mois, 85 p. 100 des sérums examinés neutralisent le 
virus ; ce taux, résultant des anticorps maternels recus par voie 
placentaire, décroit jusqu’au sixiéme mois; mais a partir de la 
premiére année d’Age, il remonte pour atteindre 30 p. 100 a 
3 ans, 68 p. 100 4 4 ans, 79 p. 100 entre la cinquiéme et la 
neuvieme année, et finalement rejoindre le taux des adultes vers 
lage de 14 ans. 

En opposition iavec la courbe de Turner, qui a été retrouvée 
avec de faibles variations chez la plupart des populations de civi- 
lisation avancée, Brown et Francis [46], procédant a une recherche 
analogue chez 287 anciens poliomyélitiques, ont relevé des taux 
d’anticorps inférieurs 4 ceux des enfants normaux pour tous les 
ages considérés, les anticorps n’étant trouvés que sur 35 p. 100 
des sérums examinés, contre 73 p. 100 chez les témoins. 

‘La comparaison de ces deux courbes nous a incités a entre- 
prendre une enquéte de longue haleine sur les variations du taux 
des anticorps pour la souche Lansing, en fonction principalement 
de l’age et du sexe, les observations portant sur des groupes 
assez nombreux de sujets normaux ou de poliomyélitiques aux 
divers ages de la vie. 

Le présent mémoire rapporte nos constatations sur les sérums 
des poliomyélitiques 4 la phase aigué et a la période chronique 
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de leur affection. Un travail ultérieur portera sur les sérums des 
sujets normaux et discutera l’ensemble des conclusions qui s’en 


dégageront. 


“TECHNIQUE. 


1° Sérums. — Les sérums que nous avons examinés ont cu pour 
origine : 

a) 13 sérums de poliomyélitiques prélevés A Paris, en 1947, au début 
de cette recherche ; 

b) Les sérums de 60 malades, atteints de poliomyélite & la phase 
aigué ou en convalescence, prélevés A Montréal au cours de l’épidémie 
de 1949 ; 

c) 63 échantillons de sérum prélevés en 1950 chez des poliomyéli- 
tiques anciens ayant été atteints de formes paralytiques en 1946. 

A lVexception de ces derniers échantillons, nous nous sommes 
efforcés, surtout dans les cas de poliomyélite A la phase aigué ou au 
prime début de la convalescence, d’obtenir au moins deux échantillons 
de sérum pour faire en paralléle ]’examen du sérum précoce et du 
sérum tardif. En ce cas, l’examen des sérums a porté simultanément 
sur la paire (méme titrage du virus et mémes témoins) ct le titrage 
a été exécuté au moins deux fois sur chaque paire, afin de vérifier la 
concordance des résultats. 

Tous les sérums ont été conservés congelés 4 —40° C, a l’exception 
de ceux de Paris qui ont été conservés A + 4° C. 

2° Virus. — Nous avons employé la souche de virus Lansing adaptée 
a la souris que Th. Francis Jr et G. C. Brown ont eu l’amabilité de 
nous expédier d’Ann Arbor. Cette souche, dont la LD,, est de 
10—?5, tue 90 p. 100 au moins des souris A la dilution 1/20. 

La préparation du virus, la technique de neutralisation et l’appré- 
ciation du degré de positivité ont été les mémes que dans le travail 
précédent publié par l’un de nous avec A. Frappier [47]. 

Rappelons seulement que les mélanges a parties égales de virus 
dilués & 1/10 et de dilutions des sérums a essayer 4 1/2,5, 1/10 et 
1/40, donnant ainsi une neutralisation finale du virus 4 1/20 par des 
dilutions de sérum a 1/5, 1/20 et 1/80, sont inoculés 4 des groupes de 
8 souris par dilution qui restent en observation pendant trente jours. 

Les résultats sont calculés suivant la méthode cumulative de Reed 
et Muench [48], et seuls les sérums donnant une protection cumula- 
tive de plus de 50 p. 100 sont considérés comme positifs ; ceux qui, 
positifs 4 1/5, donnent moins de 30 p. 100 de protection 4 1/80, sont 
qualifiés de faiblement positifs ; ceux qui, positifs 4 1/5, donnent 
4 1/80 plus de 30 p. 100 de protection, sont considérés comme for- 
tement positifs. 

Tous les tests présentant une irrégularité quelconque sont répétés. 
Si, parmi les 8 souris inoculées avec le virus seul, il y a plus d’une 
survivante, toute l’expérience est recommencée. 


RESULTATS. 


1° Au cours de l’épidémie de 1949, 4 Montréal, ila été recueilli 
19 paires de sérums pour lesquels le premier prélévement a été 
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fait au cours de la premiere semaine de la maladie et le deuxiéme 
entre le cinquante-cinquiéme jour et le quatre-vingt- huitiéme 
jour; l’Age moyen des malades était de 18,3 ans. 

Le taux de dilution pour lequel ces sérums protégent 50 p. 100 
des souris varie de 1/12 a 1/7629 (cf. tableau I). 


TABLEAU I. 


TITRE JOUR TITRE 
AGE SEXE Sérum du deuxiéme Sérum 
précoce prélévement tardif 
Rorencay a Reis 7 M 4/7 629 80 4/6 400 
oF etolaroy. <aiis 8 M 4/368 80 4/212 
SI aweyep neta 40 F 4/2 430 78 1/2 640 
ies Shh 10 M 1/40 76 1/8 4100 
ey an rok s 4 F 4/2 430 88 4/41 800 
Gis cake Sais 42 M 4/882 78 1/504 
gl cei st Gaanenere 43 M a2 76 AA, 
SPE te et 43 F 4/2 700 80 4/2 700 
bs hoary esc 44 M 4/4 962 58 > 1/2 700 
“Ue eee 45 M 4/415 81 ADS 
UL, 8s Pond su 47 F 4/660 58 4/828 
LON Se et cae 21 F 4/4150 63 4/4150 
Bee a cate 24 M 4/18 16 1/360 
TA eo acters 22 F 1/96 62 4/900 
kc ree ee , 26 F 4/4 602 73 4/1 800 
A Gigrnocmc maces 28 M 4/176 74 4/236 
s Ui eS e Meee. 31 F 4/59 60 4/2 880 
A US. oe 34 M 4/48 60 4/744 
UM) Bios tet 44 F 4/154 78 4/2 340 


Si l’on considére les variations dans le temps, 11 sujets (soit 
58 p. 100) n’ont présenté aucune augmentation du taux des anti- 
corps. Leur 4ge moyen est de 15,3 ans et l’intervalle séparant 
les deux prélévements a été en moyenne de soixante-quinze jours. 
Parmi ces sujets, 4 ont méme présenté une légére diminution du 
taux des anticorps entre le premier et le deuxiéme examen. 

Huit malades (soit 42 p. 100) ont présenté une augmentation . 
du taux des anticorps. Cette augmentation a été de 2 a 200 fois 
le taux primitif ; Age moyen de ces malades était de 23,9 ans, 
et Vintervalle moyen entre les prélévements de soixante-neuf jours. 

Outre les sérums des malades qu’il a été ainsi possible d’exa- 
miner a plusieurs Base, nous avons recu un certain nombre 
d’échantillons isolés ; 34 étaient prélevés sur des malades a la 
phase aigué de la maladie et 45 chez des convalescents saignés 
deux & trois mois apres le début de la maladie. La recherche du 
pouvoir neutralisant de ces sérums a donné les résultats sui- 
vants (tableau II) 
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TaBLEAu IT. — Polio 1949. 


| NOMBRE POURCENTAGE 


| 
Montréal, malades au stade aigu. 


Absence d’anticorps. . 4 By 
Faiblement positifs . . 12 35 
Fortement positifs. . . 21 62 


AGE MOYEN 


44 ans. 
43,4 ans. 
49,9 ans. 


AGE 


NOMBRE 
On POURCENTAGE wneyen 


Montréal, malades convalescents. 


Absence d’anticorps. . 2.2) 42 ans. 


Faiblement posilifs . . : eli 43.4 ans. 


Fortement positifs. . . : 86,7 47 ans. 


NOMBRE DE JOURS 
depuis le début 


Si nous analysons l’ensemble des résultats de ce chapitre en 
fonction du sexe des malades, nous trouvons que les filles de 
2 a 15 ans possédent, au début de la maladie, sensiblement 
le méme pourcentage de sérums fortement positifs que les 
garcons, mais que, par contre, chez les convalescents, on trouve 
plus de sérums fortement positifs chez les filles que chez les 


garcons (tableau III et fig. 1).. 
Tapteav Ill. — Polio 1949. 


AGE SEXE NOMBRE 0 a es 
Malades au stade aigu. 
Qadth. . | , e ; | : ; 
16a 44. . : be : ) | ; is 
Malades au stade chronique. 

Bet | eer |e ale 0 
oot Sees oy ae ie ora are 
Bat i i 5 
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Dans l’ensemble, le niveau des anticorps est plus élevé chez 
le sexe féminin que chez le sexe masculin et les anticorps a un 
taux plus élevé sont rencontrés plus fréquemment chez les 
femmes (33 fois sur 37) que chez les hommes (27 fois sur 42). 

D’autre part, l’augmentation du taux des anticorps est plus 
marquée chez les sujets jeunes que chez les sujets agés (fig. 2), 
ce qui est conforme aux constatations déja faites par Hammon 
et Izumi [419]. i 

2° La méme recherche pratiquée sur les sérums parisiens de 
poliomyélitiques donne chez 18 sujets (groupe trop faible pour 
que les chiffres aient une valeur statistique) : 


Paris, poliomyélitiques (4ge moyen des malades: 11,6 ans). 
Absence d anticorps tens mene aati teria 5 (38 p. 100) 
Présences d-anticOLp Siam tem stone emcee i 8 (62 p. 100) 


A titre d’indication, signalons que 12 sérums prélevés en méme 
temps que les précédents chez des enfants parisiens n’ayant pas 
eu la poliomyélite nous ont donné les résultats suivants : 


Paris, sujets normaux (age moyen des sujets: 10,5 ans). 
Absencesdianticorpsi. ce. cis eee es ene eee 2 (AT p. 100) 
Présence dianticonps’ si. ten me ineinemont et tome wn mne 10 (&3 p. 100) 


Les examens sont évidemment trop peu nombreux pour que 
lon puisse tirer une conclusion de cette comparaison des malades 
et des sujets sains. Disons seulement a titre d’anticipation que 
les différences entre les deux groupes se manifestent dans le 
méme sens que celles que nous reléverons entre le groupe des 
malades de Montréal envisagé aujourd’hui et le niveau des anti- 
corps d’un grand nombre de sujets normaux de tous ages de 
la population de Montréal. 

3° Chez les anciens poliomyélitiques, dont l’atteinte date de 
’épidémie de 1946, qui ont pu étre retrouvés au nombre de 63 
a Montréal et qui ont été saignés quatre ans aprés leur para- 
lysie, les examens ont donné les résultats résumés dans le 
tableau IV et la figure 3. Parmi ces 63 anciens malades, dont 
lage au moment du prélévement du sang, quatre ans aprés la 
maladie, est en moyenne de 14,8 ans, l’analyse des résultats 
globaux nous donne : 


Sérums dépourvus d’anticorps (0): 17, soit 27 p. 100 ayant 
un age moyen de 14,8 ans. 


Sérums faiblement positifs (+): 9, soit 14,3 p. 100 ayant un 
ige moyen de 16,7 ans. 


Séruims fortement positifs (++): 87, soit 58,7 p. 100 ayant 
un age moyen de 14,3 ans. 


L’age ne parait donc pas jouer de rdle dans cette répartition. 
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i | || 


80 


60 


40 


20 


Age 2-15 16-44 2-15. 16-44 
HOMMES FEMMES 


Fic. 1. — Niveau des anticorps chez les poliomyélitiques (Montréal, épidémie de 

, 1949), Colonne 1: sérums précoces; colonne 2: sérums tardifs. Répartition 
des anticorps en pourcentages suivant le sexe et les groupes d’dges. Dans 
chaque colonne : blanc : sérums négatifs; grisé : sérums faiblement positifs; 
noir : sérums fortement positifs. 


100% 
80 


60 


40 


2-0: 


Agewec lo menOma, «25-35 


Fic 2. — Augmentation du taux des anticorps chez les poliomyélitiques e 
fonction des différents groupes d’iges (Montréal 1949, résultats globaux). 


Méme signification des symboles que pour la figure 1. 


n 
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Tasteau 1V. — Epidémie de 1946. 
(Prélévement du sang quatre ans aprés la maladie.) 


NOMBRE POURCENTAGE 


25 
12 
43 
43 


63 


NOMBRE POURCENTAGE 


Répartition selon le sexe. 


48 
14 


Par contre, si nous analysons les mémes résultats en fonction 
du sexe des malades, nous constatons que les filles de 5 a 15 ans 
possédent plus d’anticorps que les garcons de méme age, et 
que dans l’ensemble, ici encore, les anticorps sont plus fréquem- 
ment rencontrés (21 fois sur 29) chez les femmes que chez les 
hommes (23 fois sur 34). 


Discussion. 


L’ensemble de nos résultats fait ressorlir un certain nombre 
de faits. 

1° Tout d’abord, la proportion élevée des sujets qui, dés le 
début de la maladie, présentent des anticorps donne a penser 
que ces derniers sont préexistants. Effectivement, les examens 
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pratiqués sur des sujets n’ayant pas eu la poliomyélite et appar- 
tenant aux mémes groupes d’age confirment la généralité, aujour- 
d’hui classique, de la présence des anticorps chez l’enfant et 
chez l’adulte normaux. Ce point fera Yobjet d’un autre travail. 

2° L’examen du sérum en fonction du temps écoulé depuis 
le début de infection montre que pour les sérums recueillis par 
pares (mémes malades examinés a plusieurs reprises), 7 sur 19, 


LTR Ol} Mit 
WA 


60 | 
ae | 

20 

PS Sree HOP HE : 
Age 5-14 15-20 21-37 Total 


Fic. 3. — Anciens poliomyélitiques (Montréal, épidémie de 1946). Répartition 
en pourcentages des anticorps chez les anciens poliomyélitiques en fonction 
du sexe et de l’age. Dans chaque colonne : blanc, sérums négatifs ; grisé, 
sérums faiblement positifs; noir, sérums fortement posilifs. L’abaissement 
du taux des anlicorps est évident dans le groupe d'ages 45 a 20 ans. Pour 
tous les groupes d’iges considérés, le taux des anticorps est plus élevé chez 
le sexe féminin que chez le sexe masculin. 


soit 37 p. 100 seulement, présentent une augmentation signifi- 
cative du taux des anticorps lors du deuxiéme examen. Pour les 
examens pratiqués sur les sérums de malades différents, pré- 
levés soit 4 la phase aigué, soit a la phase chronique, nous 
trouvons que 61,7 p. 100 de ceux-ci sont fortement positifs au 
début et 86,7 p. 100 a la phase tardive. La différence, soit 
25 p. 100, correspond au pourcentage des sérums dont le taux 
a augmenté dans I’intervalle. : 

Ces chiffres concordent bien avec les observations de Steigman 
et Sabin [20], qui ont vu a Cincinnati, au cours d’une épidémie 
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ou le virus Lansing n’était pas en cause, les anticorps Lansing 
augmenter ou apparaitre chez 25 p. 100 des malades, ces anti- 
corps Lansing n’apparaissant qu’au bout de trois mois, alors 
que les anticorps, pour le virus en cause, apparaissent dés le 
début de la maladie. , 

Nous ignorons entiérement quelle a été la variété du virus de 
l’épidémie de 1946 & Montréal ; pour celle de 1949, il n’a pas été 
possible, malgré de nombreux essais et des passages positifs 
sur le singe, d’isoler un virus transmissible aux muridés ; il est 
donc improbable qu’un virus du type Lansing ait été responsable 
des atteintes de nos malades. L’épidémie de Montréal de 1949, 
et probablement aussi celle de 1946, revétent donc le méme profil 
immunologique que l’épidémie de Cincinnati en 1948. 

3° On admet généralement aujourd’hui, et les recherches de 
Harrison et Hudson [24] semblent bien avoir démontré l’identité 
des anticorps neutralisants trouvés dans le sérum des individus 
« normaux », et des anticorps spécifiques apparaissant dans le 
sérum de l’homme ou du singe a la suite d’une infection naturelle 
ou expérimentale par le virus poliomyélitique. Nos observations 
fournissent ainsi une base valable pour la comparaison des diffé- 
rents taux rencontrés selon l’Age et le sexe chez les sujets atteints 
de poliomyélite et chez les sujets normaux. 

4° Pour nous limiter aux résultats présents, si nous tracons la 
courbe des anticorps en fonction de Age des sujets (épidémie 
de 1946), on note, chez les anciens malades, entre la douziéme 
et la vingtiéme année, une chute des anticorps tracant un V 
correspondant a l’dge de la puberté et montrant que les adoles- 
cents possédent un niveau d’anticorps sériques inférieur a ceux 
des enfants et des adultes (fig. 4). 

Si nous considérons la répartition selon les sexes, le phéno- 
méne est plus marqué encore chez les femmes que chez les 
hommes. 

Il y a lieu de souligner qu’une telle constatation ne peut pas 
étre considérée comme fortuite. Paul et Trask [22] ont fait, 
en 1935, une observation analogue en recherchant chez les 
convalescents les taux d’anticorps pour les virus classiques 
(souches W, Aycock, F et M) pathogénes pour le singe seule- 
ment, n’ayant pas, par conséquent, le caractére Lansing. Dans 
les essais de ces auteurs, la souche W, vis-a-vis de laquelle le 
phénoméne s’observe particuliérement, était une souche humaine, 
d’origine locale récente (New-Haven) ; les souches F et M pro- 
venaient de New-York et la souche Aycock était originaire de 
Boston. 

En 1939, Kessel, Stimpert et Fisk [28] se sont livrés a un 
travail similaire en recherchant le pouvoir neutralisant de sérums 
de malades des épidémies californiennes de 1934 aA 1936 pour 
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les souches MV, McK, ST et BO. Parmi ces souches. la 
souche MV est une souche de |’Institut Rockefeller, adaptée de 
longue date au singe et résultant du mélange initial de plusieurs 
souches d’origines différentes (mized virus). La souche McK est 
une souche peu virulente et la souche ST une souche hautement 
virulente, toutes deux originaires de Los Angeles ; la souche BO 
n’est autre que la souche Aycock. 

L’examen des courbes des auteurs montre, pour la neutrali- 


100) 
) é 


Lansing Convalescents 


—-—-—~- Lansing Normaux 
—-—--W Convalescents 
Se eS ac W”- Normoux 


ce erecces MV Convalescents 


5 10 is. 20° 25 30. 35  40ans 


Fic. 4. — Courbe des anticorps chez les anciens poliomyélitiques ou les 
sujets normaux en fonction de l’age. Les résultats de ce travail sont repré- 
sentés par le trait plein (Lansing. sujets convalescents) qui montre une 
différence frappante avec la courbe des mémes anticorps anti-Lansing chez 
les sujets normaux (trait interrompu). Un identique abaissement du taux des 
anticorps chez les poliomyélitiques a l’age pubertaire peut étre relevé a l’ana- 
lyse des travaux de Paul et Trask (22) et de Kessel, Stimpert et Fisk (23) 
portant sur les souches W (origine humaine récente), et MV (mixte, adaptée 
au singe) : il s’agit donc d'un phénoméne général. 


sation du virus MV, une diminution trés nette du taux des anti- 
corps a l’Age pubertaire. Cette diminution n’apparait pas pour 
la souche McK, de faible virulence, que neutralisent compleéte- 
ment 90 p. 100 des sérums; les résultats avec les souches ST 
et BO sont trop peu nombreux pour permettre le tracé d’une 
courbe continue. 

[Le phénoméne de la diminution du taux des anticorps a l’ado- 
lescence doit donc étre considéré comme général, puisqu’il 
s’observe, d’aprés nos résultats, a ]’endroit de la souche Lansing 
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adaptée aux muridés, vraisemblablement sans relations avec 
l’épidémie considérée, comme avec une souche humaine respon- 
sable de l’épidémie (Paul et Trask) et avec une souche simienne, 
sans rapports avec l’épidémie (Kessel, Stimpert et Fisk). 

Le fait est intéressant a rapprocher de la sensibilité des ado- 
lescents a la poliomyélite, sur laquelle l'un de nous [24] a récem- 
ment insisté et qui ressort 4 l’évidence de |’examen des courbes 
de morbidité selon l’age et le sexe, comme |’ont bien montré 
Boyer et coll. [25] en France, pour le département de la Seine. 

5° Sans anticiper sur les résultats comparatifs de la recherche 
des anticorps chez les sujets normaux, qui fera l'objet d’un pro- 
chain travail, signalons dés a présent que la courbe des anti- 
corps chez les sujets normaux est différente de celle des polio- 
myélitiques, comme J’ont déja vu d’autres auteurs [notamment 
réf, 46, 19, 22, 23]. En particulier, V’influence de la puberté ne 
s’y manifeste pas, ce qui souligne l’importance de cette chute 
des anticorps dans la pathogénie de la poliomyélite des iado- 
lescents. 


Alors que le présent travail était en cours de rédaction, nous avons 
eu connaissance de la publication (1950) des recherches de Barton, 
Labzoffsky, Ross et Morrissey [26] exécutées & Toronto avec le sérum 
des malades de l’épidémie de 1946, originaires de 1’Ontario ou de 
Québec, ces derniers au nombre de 146. La comparaison des résultats 
de ces auteurs et des ndétres est donnée dans le tableau V. En confron- 


TABLEAU Y. 
PAVILANIS 


et 
LEPINE 


BARTON 
et collaborateurs 


Nombre 


Age moyen des malades 
Jour de la maladie 
Nombre des positifs 
Pourcentage des positifs 
Age moyen des positifs 
Age moyen des négatifs 


tant ces résultats, il y a lieu de se rappeler qu’il s’est écoulé dans nos 
recherches un délai beaucoup plus considérable (quatre ans au_ lieu 
de trois mois) entre la maladie et le prélévement du sérum et que 
cela peut expliquer en partie les différences constatées, si l’on consi- 
dére que l’4ge moyen de nos sujets (14,8 ans), lors du prélévement 
du sérum, leur donnait a l’époque de la maladie un Age (10,8 ans) 
plus proche de l’4ge moyen des cas de Barton et coll. (8 ans) et que 
leur age actuel les place dans la phase ascendante de la courbe en 
V, ce qui fait qu’ils auraient vraisemblablement eu, il y a quatre ans, 
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un taux d’anticorps inférieur au taux actuel. L’analyse, selon les 
groupes d’age et le sexe, ne figurant pas dans le travail cité, il est 
difficile d’en tirer des conclusions p&r rapport aux nétres. 


CONCLUSION. 


Nos recherches ont porté sur le taux des anticorps anti-Lansing 
chez 136 poliomyélitiques. L’examen, prat:qué pour certains 
4 plusieurs reprises, du sérum de ces sujets atteints de poliomyé- 
lite a la phase aigué et a la phase chronique de la maladie, nous 
montre : 

1° Les anticorps du type Lansing se rencontrent dans le sérum 
de la majorité (97 p. 100) des sujets dés la période aigué de la 
maladie, ce qui donne a penser qu’ils sont préexistants. 

2° Dans environ 30 p. 100 des cas (de 25 a 37 p. 100 selon les 
séries), une infection poliomyélitique, qui n’est pas vraisembla- 
blement due au virus.Lansing, produit une augmentation du taux 
des anticorps pour ce virus chez les sujets convalescents. 

3° Cetle augmentation est plus marquée chez les filles que 
chez les garcons et plus marquée chez les sujets jeunes que chez 
les sujets agés. 

4° Dans l’ensemble, parmi les anciens poliomyélitiques, les 
filles de 5 a 15 ans possédent des anticorps plus fréquemment et 
a un taux plus élevé que les garcons. Ces différences s’atténuent 
ou disparaissent chez l’adulte. 

5° Sur la courbe du taux des anticorps en fonction de l’age 
des malades, on note chez les anciens poliomyélitiques une chute 
du taux des anticorps entre lage de 12 et 20 ans, dessinant un 
V accusé. Cetle chute est plus marquée chez le sexe féminin que 
chez le sexe masculin. 

6° Il parait s’agir la d’un phénoméne général, puisque |’ana- 
lyse de travaux anciens permet de le relever dans les courbes 
de neutralisation du virus d’origine humaine locale, non adapté 
aux muridés (Paul et Trask), comme dans la neutralisation de 
souches depuis longtemps adaptées au singe, sans relation étio- 
logique avec l’épidémie (Kessel et coll.). 

7° La courbe générale des anticorps Lansing, relevée chez les 
poliomyélitiques récents ou anciens, d.ffére notablement de 
celle tracée chez les sujets normaux : |’étude de ces différences 
et les conclusions a en tirer seront présentées a l’occasion d’un 
prochain travail. 


Nous exprimons nos remerciements A nos confréres dont l’aide a été 
précieuse lors de la collecte des sérums des poliomyélitiques - 4 Mont- 
réal, le D™ H. Charbonneau, hépital Pasteur, et le D™ A. Goldbloom, 
Children’s Memorial Hospital ; 4 Paris, le D™ S. Thieffry, hépital des 
Enfants-Malades. 
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NOUVELLE METHODE DE PRODUCTION DU BCG 


par Sot Roy ROSENTHAL. 


(Université de l'Illinois et Sanatorium Municipal de Chicago.) 


La méthode standard généralement employée pour la production 
du BCG est la culture du microorganisme sur milieu de Sauton en 
flacons d’Erlenmeyer ou de Florence contenant 100 4 150 cm* de 
ce milieu. La partie liquide est alors éliminée par filtration, puis 
les bacilles sont broyés dans un broyeur contenant des billes 
d’acier. De ce récipient les bacilles sont versés dans un autre réci- 
plent, a partir duquel on effectue la répartition du vaccin. Avec 
cette technique standard, les bacilles se trouvent exposés a lair 
pendant la filtration, pendant le transfert au moment de la pesée, 
lorsqu’on les place dans le broyeur, et finalement lorsqu’on les 
transvase du broyeur dans le récipient 4 partir duquel se fait la 
répartition [41]. Ainsi les bacilles sont exposés a l’air quatre fois 
au moins avant d’arriver au récipient final. On a déja décrit une 
méthode dans laquelle le temps d’exposition a l’air est réduit de 
facon appréciable par |’emploi d’un dispositif spécial [2]. 

Avec la technique que nous avons nous-méme élaborée, les 
bacilles ne quittent pas leur récipient depuis le moment ot ils sont 
ensemencés jusqu’au moment ou ils sont répartis, ce qui élimine 
en grande partie |’exposition a l’air et les risques de contamination. 
En outre, la simplicité de la méthode et l’économie de temps, de 
verrerie et d’appareillage rendent cette technique trés pratique, 
et cela d’autant plus que les rendements par récipient sont quatre 
4 six fois plus importants qu’ils ne le sont avec la méthode 
standard. 


DisposiTIF SPECIAL uTILIsé. — I. Un entonnoir et un couvercle 
spéciaux pour les billes d’acier; diamétre de _ J’entonnoir 
5 pouces 1/2 (14 cm) ; longueur totale, 12 pouces (30 cm), le dia- 
metre de la tige étant de 1 pouce (2,50 cm). Un obturateur, placé 
a la base de l’entonnoir, fixé a un fil d’acier, sert a libérer les 
billes. Le couvercle présente deux orifices : !’un pour introduire 
ie fil d’acier, l’autre pour remplir l’entonnoir, ce dernier de 1 pouce 
(2,50 cm) de diamétre (fig. 1 E). — II. Deux supports métalliques 
pour tenir les flacons de culture (fig. 1 B et 2 F). 
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EQUIPEMENT STANDARD UTILISE. — Des flacons pour cultures bac- 
tériennes, de forme plate (1), d’une capacité de 2500 cm® (fig. 3) ; 
des billes d’acier inoxydable de 1/4 de pouce (6 mm) de diamétre 
(4 kg par flacon] (2); des flacons de répartition et d’aspiration 
(fig. 1 F et D) ; un plateau tournant vertical, capable de tourner 
’ 80 t/m (fig. 2A); des tubes en acier inoxydable de 1 pouce 
(2,50 cm) de diamétre (fig. 1 C, 2 B). 


FABRICATION DU vAccIN. — Les transvasements sont faits dans 
les grands flacons qui contiennent 500 cm* de milicu de Sauton, 


oe) 


Fic. 1. — Ballon de cu ture (A) en position horizontale, sur son support spécial 
(B); tube d’acier inoxydable incurvé, fixé & un bouchon de coton et de gaze et 
a un capuchon de papier (C). Il est relié & un flacon aspirateur (D), lui méme 
relié a une pompe aspirante. Entonnoir spécial, en acier inoxydable, destine 
a recevoir les billes d’acier (E); le flacon (F), sur la planche, contient le diluant 
(Sauton au 1/4); un tube droit y est fixé, avec bouchon et capuchon de 


papier. 


(1) Corning Glass Cy. Corning. N.-Y., n° 4422. I] est important que 
le col du flacon soit long [2 pouces 3/4 (7 cm)] et il doit étre muni 
d’une gaze et d’un bouchon de coton sur toute sa surface. Les flacons 
& col plus court ne peuvent ¢tre utilisés en raison des risques de 
contamination. 
ae Hoover Ball and Bearing Co., 520 N. Michigan Avenue, Chicago, 

inols. 
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partir d’un voile de culture sur Sauton ordinaire agé de dix jours 
(premier passage provenant d’une culture sur pomme de terre 
glycérinée). 

On emploie une anse de platine de 1 1/2 pouce (4 cm) de dia- 
métre, afin d’obtenir un inoculum important, le plateau rotateur 
stant, a ce moment, dans la position verticale. Aprés le transva- 


Fic. 2. — A droite, plateau tournant (A) avec pinces pour maintenir le flacon. 
A gauche, le dispositif répar iteur. 

Remarquer le tube (B) dans le ballon, descendant jusqu’au fond; il est main- 
tenu en place par le bouchon et le capuchon (C). Le bras latéral D) est destiné 
& l'amorcage Remarquer également l'aiguille et la cloche de verre (E) utilisée 
pour remplir les ampoules. Le support (F) maintient le ballon. 


sement, le plateau est lentement remis en position horizontale, et 
est placé ainsi dans |’étuve. Au bout d’environ dix 4 quatorze 
jours, toute la surface du liquide sera recouverte d’un voile plissé 
continu, qui s’étend en partie également sur les parois du flacon. 
La surface doit étre séche (fig. 3). On utilise pour la fabrication 
du vaccin des cultures de douze a quatorze jours. Lorsqu’on 
retire le flacon de l’étuve, on l’incline immédiatement, de sorte 
que le voile adhére a la base du flacon. Celui-ci est replacé en 
position verticale, de maniére que le voile adhére au verre a la 
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base du flacon et s’étende sur la portion du liquide de la partie 
inférieure du flacon. 

Le voile doit demeurer intact. Le flacon est placé sur un support 
spécial (fig. 1B), ou fixé par un grand support de laboratoire, 
la partie inférieure du flacon reposant sur un objet solide quel- 
conque. Aprés qu’on a enlevé le capuchon de papier, on flambe 
soigneusement l’orifice du flacon, on enléve partiellement le bou- 


Fic, 3. — Culture de 13 jours, montrant le développement 4 la surface du voile. 
Remarquer que la culture s’est étendue sur les parois du ballon. 


chon, et on prépare le tube d’aspiration comme il est indiqué dans 
Ja figure 1 C. Puis on enléve le bouchon, on place le tube d’aspi- 
ration a la face inférieure du flacon et on opére l’aspiration. Le 
liquide est entiérement aspiré dans un flacon de succion stérile 
(fig. 1 D). Un capuchon de papier stérile, ou un capuchon de métal 
fait exprés est placé sur l’embouchure du flacon de culture. 

Puis on replace le flacon dans la position horizontale, l’enton- 
noir contenant les billes d’acier (fig. 1 E) est débarrassé de ses 
enveloppes de toile et on en introduit la tige dans l’embouchure 
du flacon. Les billes sont libérées en tirant le fil d’acier qui sou- 
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léve l’obturateur. A ce moment, on ajoute 40 cm? d’eau distillée 
par l’ouverture pratiquée a cet effet dans l’entonnoir. 

Le broyage se fait d’abord 4 la main pendant une minute ou 
deux jusqu’a ce que la culture soit bien disperséc. Le flacon est 
alors placé sur le plateau vertical (fig. 2 A) et soumis, dans cette 
position, 4 une rotation a 30 t/m pendant quinze minutes. Apres 
le broyage, on ajoute environ 300 cm® de Sauton dilué au 1/4, 
comme on le voit dans la figure 1 F. Ainsi le liquide ne se trouve 
pas exposé a l’air, puisqu’un bouchon de coton et de gaze a la base 
du tube s’adapte étroitement 4 ]’embouchure du flacon et que le 
flacon de répartition lui-méme est bouché avec de la gaze et du 
coton. On continue la rotation 4 la main, jusqu’a ce que le liquide 
et Je vaccin soient bien mélangés ; 4 ce moment, 2 43 cm* de vaccin 
sont aspirés au moyen d’un tube d’acier inoxydable et d’une 
seringue de 30 cm*. On détermine la concentration de cet échan- 
tillon en le comparant 4 une suspension de vaccin BCG étalon (8), 
ou par néphélométrie dans un spectrophotométre de Coleman. La 
concentration désirée est obtenue en ajoutant du diluant. On 
mélange soigneusement a la main, puis on place dans le flacon un 
tube d’aspiration (fig. 2 B) qui doit toucher le fond et on le fixe 
solidement par le bouchon de coton recouvert de gaze a la base du 
tube qui est adapté exactement a l’embouchure du flacon, et par 
le capuchon de papier qui est attaché autour de l’embouchure du 
flacon (fig. 2 C). 

L’écoulement est amorcé par aspiration au moyen d’une seringue 
de 30 cm’ sur le bras latéral (fig. 2 D) de ce tube. Une pince, qu’on 
peut voir sur la figure, permet de régler |’écoulement du vaccin 
au moyen d’une aiguille du type aiguille a injection (fig. 2 E). 
Les ampoules sont alors remplies de la maniére habituelle. 


COMPARAISON DU VACCIN PREPARE SELON LA NOUVELLE METHODE 
ET DU VACCIN PREPARE SELON LA METHODE CLASSIQUE. 


ViapititE. — Le vaccin standard, contenant 15 a 20 mg/cm* de 
bactéries, est ensemencé en série de la maniére suivante : 

Tous les tubes contiennent 5 cm* de milieu de Youmans + 0,5 
p- 100 de milieu liquide protéinique [3]. On préléve 0,5 cm® du 
milieu du premier tube et on ajoute 0,5 cm* de vaccin ; on mélange 
avec une pipette neuve, puis on ajoute 0,55 cm?’ de ce mélange au 
second tube, et ainsi de suite jusqu’a ce que les 10 tubes solent 
ensemencés. On emploie une nouvelle pipette pour chaque dilution. 
Comme on laisse le développement continuer pendant environ 
six semaines et qu’une certaine évaporation se produit, il est 


(3) Méthode du tube de Hopkins, vérifiée par néphélométrie. 
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souhaitable d’avoir 5 cm® dans le dernier tube. Les dilutions vont 
alors':de 10 —*.4. 10+: 


Résuttats. — Les lectures sont faites au bout de trois, quatre, 
cing et six semaines. Du dernier tube donnant une culture ainsi 
que du suivant on préleve 0,2 cm*, qu'on ensemence sur milieu 
de Lowenstein A l’ceuf. Tous les développements sont ainsi véri- 
fiés sur milieux a l’ceuf. 

Sur 23 vaccins consécutifs, 3 poussaient a la dilution de 10~*, 
13 a 10—° et 7 a 10—?°. Comparativement, sur 23 vaccins consécutifs 
préparés suivant la méthode classique, 1 poussait 4 10—~7, 6 4 10“, 
10 a 10—* et 3 a 10—?° (soit un tube de différence en plus ou en 
moins, ce qui reste dans les limites des erreurs expérimentales [4)}). 


VIRAGE DE LA REACTION A LA TUBERCULINE. 


a) Cuez v’anrmat. — Des cobayes pesant 400 a 500 g sont ino- 
culés de la maniére suivante : les poils sont arrachés sur le dos, 
prés de la colonne vertébrale, et une goutte de vaccin est déposée 
sur la peau. Une aiguille & coudre ordinaire est saisie entre le 
pouce et l’index, le pouce étant placé a la partie supérieure ; on 
abaisse le corps de ]’aiguille en position horizontale de fagon que 
le demi-centimétre de sa partie distale traverse la goutte et que 
la pointe pénétre dans la peau. Comme une assez forte pression 
est exercée, sans relacher la pression, on engage |’aiguille dans la 
peau qu’on souléve. I! est important que la pointe de laiguille soit 
engagée dans la peau au moment ou on souléve celle-ci. 

Une semaine plus tard, on effectue lépreuve a la tuberculine 
en utilisant 10 mg de vieille tuberculine. Les lectures sont faites 
aprés vingt-quatre et quarante-huit heures. 'L’animal, pendant ce 
temps, doit avoir regagné du poids pour que le test soit valable. 
On a constaté qu’on obtient les meilleurs résultats avec des animaux 
qui n’ont pas déja été soumis a des épreuves a la tuberculine, 
mais, pour cela, l’origine des animaux doit étre connue et suivie 
pendant trés longtemps. Des animaux témoins, qui n’ont pas recu 
le vacein, sont également soumis, 4 ce moment, au test cutané. 

Résultats. — On doit observer une réaction positive (induration 
de 10 mm ou plus) chez 50 p. 100 au moins des animaux au bout 
de vingt-quatre heures. Dans l’épreuve de 12 vaccins dans laquelle 
deux animaux étaient utilisés pour chaque vaccin, on constata 
cu’au bout d’une semaine 15 sur 20 (75 p. 100) des animaux étaient 
positifs en vingt-quatre heures et 60 p. 100 en quarante-huit 
heures. Aprés un mois, 90 p. 100 étaient positifs en vingt-quatre 
heures et 85 p. 100 en quarante-huit heures (tableau I). Une 
comparaison de ces séries avec des séries semblables de vaccins 
préparés suivant la maniére classique révéla que les résultats 
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Tasteau I. oa Virage de la réaction 4 la tuberculine chez le cobaye 
a la svite d’une seule piqdre a travers le vaccin standard. 
(Epreuve avec 10 mg de vieille tuberculine.) 


SS SS, 


eae: UNE SEMAINE | 4, UN MOIS 8 

axa |&ap EPS a8 

TYPE DE VACCIN 52/252 S&8 =5 
Os /]595] Aprés | Aprés |O25&] Aprés | Apres | 5 

Ree lt boll 26h 1 | 2S Ok waa h. «| Sak 

& (p. 100) } (p. 100) (p. 100) | (p. 100) 3 

Ancienne méthode .| 23 20 115 a 75]42 & 60} 20 |48 & 40}/45 & 75} 412 

Nouvelle méthode .| 23 20 |15 @ 75/12 a 60} 20 |48 & 40/17 a 85] 412 


étaient presque identiques, sauf en ce qui concerne Ja dernicre 
lecture ; au bout de quarante-huit heures, 75 p. 100 des animaux 
du groupe vacciné avec le vaccin régulier étaient positifs, contre 
85 p. 100 des animaux ayant recu le vaccin broyé, ce qui ne cons- 
titue pas une différence statistiquement valable. 


b) Cuez L’HomME. — 145 nouveau-nés ont été vaccinés au moyen 
de la plaquette a piqires multiples [5] le deuxiéme ou le troi- 
siéme jour de leur vie, et ]’épreuve a la tuberculine pratiquée 
a des intervalles d’une semaine, deux semaines, puis toutes les 
semaines pendant trois mois. 

Résultats. — Les résultats de cette épreuve sont rapportés dans 
le tableau II. Elle a été faite avec 1 mg de vieille tuberculine et 


Tas.eau Il. — Virage de Ja réaction a la tuberculine chez les nouveau- 
nés aprés vaccination. (Epreuve avec 41 mg de vieille tuber- 
culine.) 


VACCIN PREP RE VACCIN PREPARE 
par l'ancienne méthode | par Ja nouvelle méthode 
NOMBRE DE JOURS 
wn oe n , ae 
aprés vaccination e pe 23 Es s Ze 
° a ane iS) a aL 
Sal wee Ge eS: nial see ee 
U5 erat 3 pee CD Ce 5 0 0 9 4 44 
Sal terete ou moles eae ok 18 4 22 28 7 25 
ASawo lewis is te fe 5) sn as 33 44 33 53 28 53 
DOWN O Sent, Gi: Chase) obi aebadiss 42 30 72 27 419 70 
QO aeSO ce Gu. Gk OM sh oe Cope 49 16 83 10 10 100 
BOuA Odie cs Pesce ose es 28 28 100 32 32 400 
Nombre total des épreuves. .| 145 459 
Nombre total de sujets. . 
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les résultats lus au bout de quarante-huit heures. Les réactions 
ont été considérées comme positives quand une induration de 
10 mm ou plus apparaissait, sauf dans les premiéres semaines 
aprés la vaccination, ot une induration de 5 cm dans les deux 
diamétres était considérée comme positive. 

On verra dans le tableau II que 12,5 p. 100 des réactions étaient 
positives au bout d’une semaine, et qu’aprés vingt-neuf jours elles 
Vétaient toutes. La sévérité des réactions et le pe os de 
sujets réagissants augmentaient en proportion directe du temps 
qui s’écoulait aprés la vaccination. Ces résultats se comparent 
favorablement 4 ceux obtenus lorsqu’on utilise des suspensions: 
liquides fraiches de vaccin préparé extemporanément suivant la 
technique classique (tableau II). 

Il est intéressant de noter, en comparant les résultats de 
cette étude avec ceux d’un travail fait il y a dix ans [6], que le 
pourcentage de virages est presque identique pour les deux 
groupes (tableau III). 


TaBLEAu Ill. — Rapidité de apparition d’une réaction a la tuberculine 
a la suite d’une seule vaccination par la méthode des piqtires 
multiples (1941). 


OUR 
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des sujets positifs 


aprés la vaccination des 
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Discussion. 


La méthode décrite pour la culture et la préparation du BCG 
présente les avantages suivants sur la méthode standard utilisée 
jusqu’ici : 

1° Sumplicité. — Un seul récipient est utilisé pour cultiver les 
bacilles, les broyer et les répartir. Ceci évite de nombreuses mani- 
pulations et économise de la verrerie, les opérations de lavage, etc. 

2° Possibilité de production en grandes quantités. — Le vaccin 
élant cultivé en grands flacons, il s’adapte facilement aux cas 
dans lesquels de grandes quantités de vaccin sont nécessaires. 

3° Elimination des dangers résultant de l’exposition 4 Vair. — 
Puisque les bacilles ne quittent pas le récipient depuis le moment 
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ou ils sont ensemencés jusqu’a celui ot ils sont répartis dans le 
récipient final, les risques de l’exposition a l’air sont pratiquement 
éliminés. 

4° Elimination des cultures submergées, moins viables. — 
Lorsqu’on aspire le liquide sur lequel la culture s’est déve- 
loppée, une grande partie de la culture tombée au fond du 
récipient est également aspirée. On sait que cette portion contient 
vraisemblablement des bacilles non viables. Avec notre méthode, 
seule Ja culture en surface est utilisée, ce qui donne le pour- 
centage le plus élevé d’organismes vivants. Dans la méthode 
classique, il est impossible de séparer la culture tombée dans la 
culture de surface. 

Comme nous le montrerons dans un autre travail [4], ce vaccin, 
conservé 4 la température de la glaciére pendant cing semaines, 
conserve sa viabilité originelle, c’est-a-dire que les dilutions 10-® 
a 10—* donnent encore une culture. 

Le laboratoire de Université de I’Illinois et de la Research 
Foundation a été autorisé a préparer et a distribuer du 
vaccin BCG par les Services du Contréle Fédéral, représentés 
par le laboratoire de Contréle Biologique du National Institute 
of Health. 


RESUME. 


Description d’une méthode de culture du BCG dans laquelle 
le flacon de culture sert a la fois de flacon broyeur et de flacon 
répartiteur. De cette maniére, |’exposition a lair du vaccin est 
minime. La méthode est simple, économisant a la fois temps 
et travail. Les épreuves ont montré que le vaccin produit pos- 
séde un degré élevé de vitalité (croissance aux dilutions 10—* a 
10—°), Il provoque un virage de presque 100 p. 100 de la réac- 
tion & la tuberculine, tant chez le cobaye que chez l’homme. 


Je remercie vivement MM. C. Cantrell, F'. Piepenbrock, E. Wil- 
liston et B. Haegen pour l'aide technique qu’ils m’ont apportée 
et les D'® M. Leppmann et G. ‘Loewinsohn pour leur contribution 
i la partie clinique de ce travail. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] S. R. Rosenruan, Am. Rev. Tub., 1937, 35, 678. 

[2] K. Brrxnauc. Am. Rev. Tub., 1949, 159, 567. id 

[3] G. P. Youmans et A. G. Karnzson. Am. Rev. Tub., 1947, 55, 529. 

[4] S. R. Rosgnrnan et Elisabeth Williston. Sous presse. 

[5] S. R. Rosenrgan. Ces Annales, 1948, Hh, ZETEC ating TNSY5S), 
36, 399. . 

[6] S. R. Rosenrwar. M. Branp et E. I. Lestur. J. Pediat., 1945, 


26, 470. 


RECHERCHES SUR LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE 
DES OREILLONS 


1. — REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 


par R. SOHIER et I. TRIMBERGER-ESSER, 
[avec la collaboration de J. JUILLARD] (’). 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine 
et de Pharmacie de Lyon.) 


Si dans quelques pays les méthodes de diagnostic indirect 
destinées a déceler les anticorps spécifiques apparus au cours des 
oreillons ont fait l’objet d’un certain nombre de publications, en 
France, elles ne paraissent pas avoir été mises en ceuvre, du moins 
i notre connaissance. 

Nous étant toujours intéressés a l'étude de l’étiologie, de la 
pathogénie et du diagnostic des oreillons, nous avons repris des 
recherches aussit6t que les moyens nous ont été donnés (1), en 
mettant a profit les progrés réalisés du fait de l’isolement du 
virus ourlien. Un premier ensemble de résultats nous a paru 
pouvoir étre rapporté, ne serait-ce que pour attirer l’attention 
sur les précisions que permet le séro-diagnostic. Elles sont 
d’autant plus utiles que, si l’infection ourlienne est facile a recon- 
naitre dans sa forme classique avee atteinte parotidienne typique, 
elle est parfois difficilement identifiable sous le masque de mani- 
festations morbides n’intéressant pas les glandes salivaires et, 
en particulier, sous celui de réactions méningées ou méningo- 
encéphaliques traduisant le neurotropisme indiscutable de l’ultra- 
virus. 

On sait qu’actuellement — et mis a part l’isolement de ce micro- 
organisme par culture dans l’ceuf embryonné ou, éventuellement, 
inoculation au singe, dont il ne sera pas question dans cette 
étude -— on peut établir la nature ourlienne d’une infection en 
recherchant essentiellement 3 types d’anticorps: les  sensibili- 
satrices révélées par la méthode de fixation du complément 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1951. 


(1) Ces travaux ont été réalisés grace 4 une subvention de la Caisse 
Nationale de Sécurité Sociale. 
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(J. F. Enders et coll. (4, 2]; J. H. Levens et J. F. Enders [3] ; 
K. Habel [4]; G. Henle et coll. [5]; V. I. B. Beveridge et 
coll. [6]) ; lanti-hémagglutinine ourlienne (Beveridge et Lind [6] ; 
enfin, les agglutinines spécifiques pour les hématies ayant fixé 
le virus et remises en suspension homogéne (Burnet [7}). 

Nous avons mis en ceuvre les trois types de recherches ; mais 
nous rapportons seulement, dans ce qui va suivre, les résultats 
obtenus avec la premiére, nous proposant de publier ultérieure- 
ment les documents concernant les deux autres. Les constatations 
que nous avons fa:tes concerneront les formes typiques et 
atypiques ou frustes des oreillons, les anciens malades et aussi 
un nombre suffisant de sujets témoins. 


Antigénes utilisés. 


ANTIGENES DE REFERENCE. — II nous a paru nécessaire, dés le 
début de nos recherches, d’avoir un antigéne ddment étalonné 
pouvant nous servir de référence au cours de nos investigations. 
Nous avons, grace a l’obligeance des D™ Cox et V. Cabasso (2), 
disposé de ]’antigéne ‘Lederlé. I] s’agit d’un réactif obtenu a partir 
des liquides allantoiques d’ceuf inoculé, par concentration et puri- 
fication au moyen du procédé décrit par C. J. de Boer et 
H. R. Cox (8]. Il est diment titré, de telle sorte que lunité anti- 
géne étant fixée en présence de 8 unités anticorps d’un immun- 
sérum spécifigue, la concentration indiquée pour les réactions 
correspondait a 2 unités. Cet antigéne était employé a la dilution 
indiquée : 1/16. 


PREPARATION D’ANTIGENES. — Obtention des liquides de culture 
sur cuf embryonné. — Nous désirions obtenir des antigénes per- 
mettant de mener & bien une série d’investigations et nous nous 
sommes adressés, pour ce faire, & 2 souches. 

L’une est la classique souche Enders qui a, en particulier, la 
propriété d’étre adaptée, depuis de nombreux passages, a la 
culture en liquide allantoique. Cette aptitude comporte des avan- 
tages d’ordre économique (plus grande quantité de liquide utili- 
sable pour la préparation de l’antigéne) et également — du moins 
jusqu’ici — d’ordre technique en ce qui concerne la rapidité et 
la simplicité d’inoculation. Cette souche nous avait été remise 
sous forme d’un liquide allantoique infecté lyophilisé (3). Elle 


(2) Nous tenons A remercier trés sincérement le D* Cox et le 
D® Cabasso de l’accueil qu’ils nous ont réservé dans leur laboratoire 
et de l’aide trés aimable qu’ils nous ont apportée. Nos remerciements 
vont également & la Direction des Laboratoires Lederlé pour les faci- 
lités qu’elle nous a données. 

(3) Par les D™® Cox et Cabasso. 
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a donné rapidement une multiplication entrainant un pouvoir 
hémagglutinant spécifique des liquides amniotiques ¢t allantoiques 
avec, ultérieurement d’ailleurs, des variations assez grandes. lle 
a été étiquetée, dans notre collection, souche C. 

Bien qu’on n’ait pas, semble-t-il, ou du moins a de trés rares 
exceptions, isolé de types antigéniques différents du virus ourlien, 
il pouvait étre de quelque intérét d’utiliser une souche d’ultra- 
virus du type de celles qui provoquent Vinfection en France. 
Nous avons done isolé une souche a partir du liquide céphalo- 
rachidien du malade Eve... qui avait présenté, au troisiéme jour 
d’une parotidite ourlienne, une méningite aigué (cytologie : 
30 éléments dont 70 p. 100 de lymphocytes ; albumine, 0,59 par 
litre). Aprés deux mois de conservation sous forme congelée, ce 
liquide pur a été inoculé par voie amniotique sous un volume 
de 0,1 a des ceufs de 7 jours maintenus a 35°. Il a été procédé 
a des passages qui ont permis d’obtenir, dés le troisieme passage, 
une hémagglutination spécifique trés nette avec le liquide amnio- 
tique, faible mais indiscutable avec le liquide allantoique. Par 
la suite, les inoculations ont été réalisées dans la cavité amnio- 
tique et également allantoidienne, l’adaptation au liquide de cette 
derniére ayant été réalisée nettement, 4 en juger sinon par le 
pouvoir hémagglutinant, du moins par l’aptitude antigéne pour 
la fixation du complément dés le cinquiéme passage. La souche 
a été classée dans notre collection sous |’étiquette VCR. 

Ayant été conduits 4 pratiquer de fréquentes inoculations intra- 
amniotiques, nous avons cherché 4 mettre au point une technique 
qui non seulement soit plus simple que la plupart de celles 
proposées a ce jour, mais aussi permette, sans modifier |’instal- 
lation, d’inoculer en série des ceufs indifféremment dans la cavité 
amniotique et allantoique. Nous nous sommes arrétés au procédé 
sulvant : 


Les ceufs sont placés sur un support en forme de coquetier, ou, si 
Von veut opérer plus rapidement, en série sur un portoir comportant 
6 réceptacles. Quel que soit le mode adopté, l’ceuf est placé dans la 
position d’incubation, c’est-a-dire verticalement, le gros bout étant 
tourné vers le haut. Un éclairage convenable est réalisé A l’aide d’une 
lampe orientable comportant une source de lumiére punctiforme et 
un systéme optique donnant un faisceau de rayons paralléles (du type 
des lampes pour microscope 4 fond noir). Sur cette lampe est placée 
une lame de carton assez souple et venant s’appuyer, au moment de 
examen de l’ceuf, sur son pdle supérieur. Elle a pour but de dissi- 
muler une partie du faisceau lumineux. On apercoit alors avec beau- 
coup de netteté, pour une grande proportion d’ceufs, les différentes 
parties servant au repérage (chambre A air, vaisseaux et, sous une 
orientation et une incidence convenables, l’embryon). On peut encore 
améliorer cette visibilité en disposant les deux mains, doigts en exten- 
sion, paumes tournées vers la source lumineuse, les deux index étant 
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appliqués sur chacun des cédtés de l’ceuf. Dans cette attitude, il est 
possible de faire tourner l’ceuf sur son grand axe vertical et d’obtenir, 
en particulier pour les ceufs A coquille épaisse, une vue précise des 
repéres. Mais on peut aussi les faire apparaitre avec beaucoup de 
netteté au moyen d’un écran ayant 10 cm de large et 20 cm de long, 
percé d’un orifice ovale de diamétre 6 x 3,5 cm appliqué sur la partie 
de l’ceuf située du cdté de Vobservateur. Il améliore nettement la 
visibilité des détails morphologiques. 

Pour Vinoculation dans la cavité allantoique le repérage des vais- 
seaux permet de perforer la coquille en un point convenablement 
choisi. Pour l’inoculation dans la cavité amniotique, l’embryon a été 
repéré avec précision. Un orifice est pratiqué dans la coquille au point 
correspondant 4 l’ombre la plus intense que donne l’embryon. Une 
aiguille 4 extrémité mousse, montée sur une seringue contenant le 
liquide 4 inoculer, est enfoncée d’un coup sec dans la direction de 
Vembryon dont on suit trés nettement les mouvements. Au moment 
ou Von pénétre dans le sac, l’embryon effectue le plus souvent un 
mouvement de recul. On retire alors légérement l’aiguille et l’on 
injecte la quantité d’inoculat choisie. 


Nous avons contrélé la valeur de cette méthode 4 l'aide de 
Vinjection de bleu de trypan dans de nombreux ceufs et surtout 
par des inoculations de virus ourlien (souches C et VCR), au 
nombre de 22 séries a ce jour. Les résultats de ces inoculations 
ont été trés satisfaisants, confirmant les données qu’avait fournies 
Vinjection de colorant, laquelle ne comportait qu’un nombre 
infime d’erreurs. La mortalité n’a pas dépassé celle trouvée aprés 
inoculation du virus ourlien dans la cavité allantoique, sauf dans 
de rares séries oll, par suite d’une erreur de manceuvre, |’inocu- 
lation a été faite dans |’embryon. 

On reconnaitra, dans cette technique, certaines modalités. de 
celle préconisée par Hirst {9] dans son travail sur l’isolement 
direct du virus de influenza dans l’embryon de poulet. Toute- 
fois, celle que nous proposons est plus simple (absence de fenétre 
dans la coquille au niveau de la chambre a air) et plus commode 
(du fait de la position de l’ceuf et du contréle permanent des 
modalités d’abord de la région a inoculer). 

Un des. avantages de notre technique réside dans la possibilité, 
pour ]’opérateur, de réaliser le repérage et l’inoculation dans 
d’excellentes conditions de travail. En effet, l’opérateur est assis 
devant la table de travail avec l’ceuf parfaitement éclairé en face 
de lui, bien que la salle demeure dans une demi-ohscurité, ce 
qui rend facile la préhension d’instruments divers, méme délicats, 
les inscriptions nécessaires, etc. En outre, il peut ultéricurement, 
si besoin est, inoculer par voie amniotique ou allantoique. Seuls 
changent le repére et le mode de pénétration. 

On doit reconnaitre que, dans certains cas, on a quelques diffi- 
cultés a repérer l’embryon dont l’ombre demeure imprécise. 
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Certes, on peut tenter l’inocufation en prenant, comme autre 
repere, le point de convergence en direction de la chambre a air 
des veines allantoiques. Comme dans chacune de nos séries d’ino- 
culation nous avions a effectuer, tant pour les recherches que 
nous poursuivons que pour les récoltes que nous désirions faire, 
des injections de suspension virulente dans !’ammios ou dans 
l’allantoide, nous réservions pour cette derni¢re les ceufs dont 
Vembryon élait plus difficilement repérable, et cela au cours 
méme des opérations. Nous nous en sommes toujours bien trouvés. 

Choix et préparation des liquides utilisés comme antigénes. — 
Nous avons, dés nos premiéres cultures, séparé les liquides pro- 
voquant une hémagglutination forte de ceux dont le pouvoir 
dagglutiner les hématies était faible ou nul. Nous ne saurions 
décrire ici la technique d’hémagglutination employée, nous pro- 
posant de revenir sur les détails de mise en ceuvre de celle que 
nous avons adoptée. 


Rappelons cependant que nous avons réalisé les agglutinations par 
une méthode rapide, en présence d’hématies de cobaye et de poulet ; 
les mélanges étaient placés sur des lames creuses spéciales et soumises 
& une agitation au moyen d’un appareil du type dit « centripéte » 
d’Himmelweit (4). Nous procédions, en quelque sorte, &4 un premier 
dégrossissage en séparant, d’une part, les liquides amniotiques ou 
allantoiques qui provoquaient une agglutination immédiate avant 
toute rotation ; ceux-ci étaient classés d’aprés l’intensité des agglu- 
tinats, puis ultérieurement titrés quant & leur taux limite d’hémag- 
glutination ; d’autre part, étaient séparés les liquides ne provoquant 
pas le phénoméne. Nous avons étudié séparément un certain nombre 
de liquides amniotiques et allantoiques, puis nous avons procédé a des 
mélanges de ces deux variétés. La valeur de ces liquides était ensuite 
appréciée en présence de sérums de sujets convalescents d’oreillons 


typiques et préalablement titrés au moyen de l’antigéne de référence 
Lederlé. 


La méthode adoptée pour le titrage de nos liquides antigénes 
était celle de Boerner et Lukens (voir plus loin). 


On sait qu’il n’y a pas de parallélisme constant entre le pouvoir 
hémagglutinant et le pouvoir fixateur du C’ (5) en présence de 


Vanticorps spécifique. Nous avons vérifié ce fait pour de nom- 
breux échantillons de liquides. 


(4) Nous tenons a remercier le D™ Himmelweit de l’accueil qu’il 
: ee a oe nous réserver dans son laboratoire du St-Mary’s Hospital 
e Londres, ol nous avons pu connaitre la technique qu’il a décrite 
(Nature, 1949, 464, 650). ie 
(5) Nous adopterons la Iettre (’ pour 


6 désigner, conformément 
a Vusage, le complément. 
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A titre d’exemple, nous indiquerons les résultats suivants : 


coe NUT, 1G IGWAS) ete oot ee) oe en Titre hémagglutinant pur. 
CA En (5), 9) epee eet ees eaeee agen as Titre déviation du C’ pur. 
re A845) 9) we ee rey een Titre hémagglutinant 1/32. 
Ce Amn tis (15/9) arc eet eS, se Titre déviation du C’ 4/2. 
VAC ite ML, (CRY) 5 as 5 SO poe te Titre hémagglutinant 0. 
AGI SMUG GYAN Sai. 4, act Geen meee Titre déviation du C’ 1/2. 
AGI Ra dies (GY Oe seg bee —ontee clas Titre hémagglutinant 1/64. 
OR eAm ns (15/9) eee ini creas Titre déviation du C’ 4/2. 


Nous avons, par ailleurs, apprécié’ la valeur antigéne comparée 
de liquides conservés tels quels 4 0-4°, d’une part, de ceux 
auxquels nous avions ajouté des quantités variables de formol, 
d’autre part, enfin de liquides soumis a la dialyse contre une 
solution physiologique tamponnée pH 7. 

En ce qui concerne la formolation, nous avons ajouté des 
concentrations variables, de facon a obtenir des taux de 0,5, 1, 
1,5 ef 2 p. 1000 (concentration finale dans l’antigéne). 


Ayant constaté que les fortes concentrations donnaient a l’antigéne 
obtenu un pouvoir anticomplémentaire, du moins lorsqu’il était 
employé pur, nous avons essayé d’obvier 4 cet inconvénient qui, selon 
toute vraisemblance, est di au formol non fixé, en éliminant ou en 
neutralisant cet excés nuisible. L’élimination a pu étre obtenue par 
dialyse contre une solution physiologique tamponnée pH 7. Ainsi, un 
mélange de liquides amniotique et allantoique qui, lors du titrage, 
inhibait l’activité du C’ dilué 4 1/5, perdait le pouvoir inhibiteur aprés 
dialyse et se comportait comme la plupart des liquides frais non 
formolés. 

Nous avons également essayé d’ajouter du glycocolle a l’antigéne 
formolé 4 2 p. 1000. Nous avons pu ainsi faire disparaitre le pouvoir 
anti-complémentaire, mais en provoquant une fixation du C’ non 
spécifique. 

Pour certains mélanges de liquides amniotiques et allantoiques non 
formolés et ayant cependant un pouvoir anti-complémentaire, la dia- 
lyse a également permis de faire disparaitre ce pouvoir. 


Nos constatations peuvent se résumer comme suit : 

Les liquides allantoiques peuvent étre utilisés comme antigéne 
méme si leur pouvoir hémagglutinant est faible ou méme nul, 
en particulier s’ils proviennent d’cufs ayant fourni un liquide 
amniotique contenant une hémagglutinine nettement active. Mais 
on peut aussi les employer dans un certain nombre de cas lorsque 
cette hémagglutinine est faible ou nulle. Seul le titrage précis 
en présence d’un sérum humain ou animal contenant les anticorps 
spécifiques pour le virus ourlien permet d’en apprécier la valeur. 

On peut utiliser les liquides récemment prélevés et conservés 
au réfrigérateur en s’assurant au préalable qu’ils n’ont pas de 


Annales de Ulnstitul Pasleur, t. 82, n° 2, 1952. 4g 
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pouvoir anti-C’. Ce pouvoir peut étre supprimé par dialyse 
a 2°-4°. 

On ‘pourrait formoler les liquides amniotiques et allantoiques 
a des taux variables avec l’activité antigénique au regard de la 
réaction de fixation du C’ qui, elle-méme, détermine le taux de 
dilution. Mais, de facon plus simple, on peut formoler tous les 
liquides a 1 p. 1000, taux d’ailleurs fréquemment adopté par 
d’autres auteurs. 


Titrage des antigénes. 


Il était réalisé par une méthode inspirée de celle préconisée 
par Boerner et Lukens [40] pour le titrage des antigénes syphi- 
litiques et qui s’applique trés heureusement & l’étude des anti- 
genes viraux. 


Nous utilisons trois sérums dont le taux du pouvoir fixateur a été 
apprécié au moyen de l’antigéne de référence Lederlé .et choisis de 
telle sorte qu’ils avaient une activité faible, moyenne et forte (par 
exemple, fixation du C’ respectivement aux dilutions de 1/16, 1/32 
ou 1/64, 1/128). Nous utilisons volontiers le sérum d’un méme malade 
pris au début, au cinquiéme ou septi¢me jour et aprés le vingt-et- 
uniéme jour d’une parotidite typique ourlienne. Chacun des sérums 
dilués en progression arithmétique de 1/8 a 1/128 ou plus (soit au- 
dessus du taux limite) intervient dans une réaction de fixation du C’ 
en présence de l’antige¢ne 4 expertiser employé pur et dilué au 1/2, 1/4, 
1/8 et éventuellement 1/16. On note la dilution optima d’antigéne 
donnant une fixation du C’ nette (hémolyse nulle ou _ inférieure 
a 25 p. 100) avec chacun des sérums a des taux comparables a ceux 
obtenus avec l’antigéne de référence. Nous utilisons toujours simulta- 
nément un ou, mieux, deux sérums de sujets n’ayant jamais eu les 
oreillons et n’ayant pas eu de contact avec des malades atteints de 
cette affection, sérums dont on s’est assuré qu’ils ne donnaient aucune 
fixation du C’ avec l’antigéne de référence. 

Les proportions des différents éléments entrant en jeu dans ce 
titrage sont celles que l’on trouvera indiquées plus loin dans le détail 
de la réaction. Les dilutions de l’antigéne sont faites en solution d’eau 
physiologique ou tampon véronal. A titre d’exemple, nous donnons 
Je résultat d’un titrage d’un mélange de liquides amniotique et allan- 
toique de culture de notre souche VCR [mélange VCR 6] (tableau I). 
Cet antigene VCR6 sera employé de préférence pur, mais pourrait 
étre utilisé aprés dilution au 1/2. 


Les antigénes que nous avons utilisés ont été employés selon 
leur valeur 4 des dilutions variables, mais qui n’ont pas dépassé 
le taux du 1/4. 

Essai de concentration et purification. — Différentes méthodes 
ont été utilisées pour concentrer et purifier les antigenes viraux. 
Plusieurs méthodes paraissaient pouvoir étre mises en ceuvre pour 
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TABLEAU I. 


Antigene de 
référence 
+ av 1/16 


3° jour 
-21° jour 
24° jour 
Sérum sujet normal 


Sérum Al.. 
Séram Al.. 
Sérum Je 


cette préparation, car il semble bien que beaucoup de celles 
proposées pour la préparation des antigénes obtenus avec des 
virus neurotropes (de J. Casals [41]; de W. P. Havens, D.. W. 
Watson, R. H. Green, G. J. Lavin et J. E. Smadel [12]; de 
Espana Carlos et W. Hammon [43] ; de C. J. de Boer et Cox [14]) 
s’appliquent au virus ourlien. Celle de C. J. de Boer et H. R. Cox 
semble bien étre la plus satisfaisante. C’est d’ailleurs par cette 
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méthode qu’est préparé l’antigéne de référence que nous avons 
employe. : ; 

Des essais de purification par cette technique n’ont pas ¢té 
réalisés sur une quantité suffisante de liquides en raison de cer- 
taines difficultés techniques. Mais nous avons tenté d’obtenir une 
concentration et une purification par une autre méthode plus 
simple, proposée par G. Forster et E. Carson [45], pour la concen- 
tration du virus ourlien. Apres avoir suivi exactement la méthode 
proposée et dans laquelle l’effet concentrateur ne parait avoir été 
jugé que par l’augmentation, tres importante d’ailleurs, du taux 
d’hémagglutination, nous avons préféré opérer !’élution dans la 
solution de Salk en vue d’utiliser le produit concentré dans une 
réaction de fixation du C’. 

Nous avons employé un mélange de liquides amniotiques 
(VCR 279, 281, 286) donnant, avec notre méthode d’appréciation, 
ine hémagglutination des hématies de cobayes a la dilution du 
1/32 (6). Utilisé pour la réaction de fixation du C’, il donnait 
avec des sérums étalons une fixation nette et spécifique a la 
dilution au 1/2. Aprés concentration et élution, nous obtenions 
un produit donnant une hémagglutination a 1/1 024. Titré pour la 
réaction de fixation du C’, il était actif a Ja dilution de 1/16, mais 
donnait un taux netlement inférieur pour celle de 1/32. Ainsi était 
obtenu sans difficultés notables un antigéne nettement concentré 
par rapport a celui dont nous étions partis. 

Nous poursuivons actuellement d’autres essais de concentration 
et d’élution en méme temps que ceux de purification. 

Toutes nos réactions ont été réalisées conjointement avec des 
anligénes dits simples (liquides amniotiques ou allantoiques 
formolés ou non) et un antigéne concentré et purifié (antigéne 
Lederlé). 


Technique utilisée 
pour la réaction de fixation du complément. 


Elle derive a la fois de celle de J. A. Kolmer et F. Boerner [46] 
et de la méthode proposée par la division des laboratoires Lederlé. 
Le principe essentiel est la fixation a froid pendant douze A qua- 
torze heures. 


(6) On pourra s’étonner du taux faible d’hémagglutination par rap- 
port a ceux trouvés habituellement (~> 1/320). On sait que Vhémag- 
glutinine ourlienne se conserve parfois mal, mais que (nous l’avons du 
moins constaté sur quelques lots), aprés un certain nombre de jours, 
le taux d’hémagglutination, ayant progressivement baissé, se fixe 
pour une dilution de Vordre du 1/32 par exemple, du moins par la 
méthode « centripéte » qui peut donner des titres nettement inférieurs 
i ceux de la méthode en tube avec les hématies de cobaye, fait sur 
Jequel nous reviendrons. ; 
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Nous avons utilisé, comme 
sérum hémolytique, celui dit 
«concentré » de l'Institut Pas- 
teur (titre indiqué, 10 000 uni- 
tés), comme complément le 
mélange des sérums de 20 
a 25 cobayes m&les conservé au 
réfrigérateur & — 25°. Le li- 
quide de dilution était ini- 
tialement l’eau physiologique, 
et ultérieurement, pour la ma- 
jeure partic des réactions, une 
solution tampon véronal con- 
tenant un taux défini de chlo- 
rure de calcium et de chlorure 
de magnésium, selon la for- 
mule inspirée des _ recherches 
de Heidelberger [47, 18] (solu- 
tion tampon au véronal conte- 
nant 0,00015 mol. de CaCl? et 
0,005 mol. de MgCl’). 

Le titrage du sérum hémoly- 
tique a été effectué exactement 
selon la technique indiquée 
par la division des Laboratoires 
Lederlé, compte tenu de la 
valeur du sérum hémolytique 
utilisé. On trouvera le dispo- 
sitif ci-dessous (tableau II). 


Dans les temps _ suivants, 
nous avons été amenés, pour 
réduire Jes quantités d’anti- 


géne_ utilisé, a modifier la 
méthode de tirage du complé- 
ment et a& opérer comme 
suit (tableau III). 

Aprés appréciation de ]’unité 
de complément utilisable, la 
réaction est réalisée selon le 
dispositif suivant (tableau IV) : 

La lecture des réactions est 
faite une premiére fois, trente 
minutes aprés que les portoirs 
ont été placés au bain-marie. 
En pratique, la deuxiéme lec- 
ture se place quinze a vingt 
minutes apres la premiére. 

Bien que tous les résultats 
soient notés quant a la valeur 
de l’hémolyse, nous ne tenons 
compte, dans l’appréciation de 


Tasteau Il. — Titrage du sérum hémolytique. 
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TapLEAu II]. — Titrage du complément. 
Dilutions C! 1/1511/20}1/25 


ct 


Antigénu ourlien (a 
la dilution choisie) 


} Eau physiologique 


Incubé 1 heure A 37° an bain-marie 


Gl. rouges (sensibi- Jo, 10,1 Jo,1 |0,1 J0,1 {0,1 | 0,1 }0,1 40,1 J 0,2 
lisés a 2 unités) : , ’ , , ’ , , > 5 


, 


Aprés addition des hématies, 1/2 heure a 37° au bain-marie 


la positivité, que des tubes dans lesquels l’‘hémolyse est nulle ou au 
maximum de 25 p. 100. 

Il convient de préciser que nous avons di adopter, pour cette semi- 
microméthode, des tubes spéciaux (dimensions 8 x 65) qui nous ont 
donné toute satisfaction. Les volumes de 0,05 étaient répartis a la 
pipette de Kahn graduée 4 1/80 & raison de 4 divisions de cette pipette, 
en ayant soin d’en placer ]’extrémité au contact du fond du tube, ce 
qui était rendu possible avec des tubes de méme dimension par une 
bague d’arrét placée & la hauteur voulue. Les composants employés 
sous un volume plus grand étaient répartis avec la pipette de 1 ml 
graduée au 1/20. Des portoirs spéciaux nous permettaient de disposer 
3 réactions par portoir. 

Les résultats ont toujours. été trés précis, le petit volume utilisé 
ne génant en rien la netteté de la réaction. 


Résultats obtenus. 


Nos investigations ont porté essentiellement sur trois catégories 
de sérums. La premiére était constituée par des sujets atteints 
d’oreillons typiques, avec atteinte parotidienne, suivis clinique- 
ment pendant toute ]’évolution de leur maladie. Une seconde 
catégorie concernait, A titre de contréle, des individus dits « nor- 
maux », parmi lesquels nous devions distinguer ceux qui n’avaient 
pas notion d’avoir eu les oreillons antérieurement et ceux qui 
avaient été antérieurement atteints. Une troisiéme catégorie 
groupait les sujets ayant présenté un syndrome méningé aigu 
du type dit « méningite lymphocytaire ». F 

Nous apporterons successivement Jes constatations pour chacun 
de ces trois groupements de cas. 


Sujets atteints de parotidite ourlienne typique. — Nous ne 
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donnerons que les résultats relatifs & des malades dont nous 
avons pu suivre l’évolution. 

Pour plus de clarté, nous les avons groupés dans les tableaux IV 
et V en indiquant la période du prélévement de sang (portant 
sur plusieurs jours et non sur un seul pour en rendre la lecture 
plus facile), le taux de positivité trouvé d’aprés la dilution de 
sérum fixant encore de facon totale ou subtotale le complément 
en présence de l’antigéne, enfin le nombre de s¢érums de chaque 
catégorie. 

Le ensemble groupe 199 sérums expertisés. 

Le tableau V correspond aux réactions effectuées avec l’anti- 
géne 'Lederlé (Cox et Cabasso) concentré et purifié ; le tableau VI, 
a V’antigéne préparé avec notre souche VCR et constitué par des 
liquides amniotiques et allantoiques formolés et préparés comme 
il a été indiqué plus haut. 

Bien que dans l'ensemble les deux tableaux aient le méme 
aspect avec, en particuher, des taux de positivité nuls ou trés 
faibles au début de la maladie et s’élevant nettement a partir du 
quinziéme jour et parfois plus tot, on note cependant quelques 
différences. 

I] convient d’attirer attention sur le fait que, non seulement 
les réactions ont été effectuées avec un antigéne différent, mais 
qu’aussi, pour le tableau V, un certain nombre de sérums ont 
été expertisés aprés une conservation plus ou moins longue au 
réfrigérateur (0-4°) en ampoules scellées. Toutefois, et contrai- 
rement a ce qui a été constaté parfois (Hannoun [49]) [pour des 
sérums expérimentaux surtout], beaucoup de sérums ainsi con- 
servés gardent, méme apres des délais trés longs, une grande 
partie, sinon la totalité, des anticorps spécifiques qu’on titrait 
peu aprés le prélévement. 

C’est ainsi qu’aprés deux et trois ans, si des sérums ayant 
primitivement des taux d’anticorps peu élevés (1/8 ou 1/16) 
étaient devenus négatifs, ceux ayant des taux moyens (1/32, 1/64) 
donnaient une positivité a des taux plus faibles; mais ceux 
qui fixaient le complément A Ia dilution de 1/128, ou plus, 
gardaient leur taux initial ou ne perdaient que peu de leur 
activité. Ce controle a été effectué pour 43 sérums_ conservés 
depuis onze a trente-six mois. 

Sujets dits normaur. — Les sérums étudiés concernent trois 
groupes d’individus : ceux qui déclaraient n’avoir jamais eu cette 
maladie ou n’en avoir pas souvenir; ceux pour lesquels nous 
wavons pu obtenir de renseignements ; ceux, enfin, qui disaient 
avoir eu une parolidite ourlienne 4 une époque plus ou moins 
éloignée. 

Toutes les réactions ont été effectuées sur des sérums récem- 
ment prélevés et cn présence de notre antigéne. Toutefois, pour 


nombre de serurms 
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tous les résultats positifs, la réaction a élé faite comparativement 
avec l’antigéne Lederlé. ; 
Nous avons constaté les faits suivants (tableau Vil): 


TasLeau VIL. 


SUJETS ATTEINTS 
D’ OREILLONS aa 


oe ep SOB ibe 
sans —— avee antecedents ———, 
lee rv inconnus d° or2illons 
ANTIGENE ANTIGENE connus 
LEDERLE VCR 


(8 8 46 3232 <8 3 16 32)32 


(8 8 16 32 641289428 §=9§<8 8 1632 6412828 (8 & 165232 


taux de positivit 


Pour 28 sujets déclarant n’avoir jamais eu les oreillons, nous 
avons trouvé 28 réactions négatives pour la dilution au 1/8. 

Pour 22 sujets dont les antécédents n’avaient pas été connus, 
nous avons trouvé : réactions négatives pour la dilution au 1/8 : 
19; réactions positives a 1/8: 23 réaction positive au 1/16: 1. 

Pour 29 sujets ayant eu antérieurement les oreillons, nous 
trouvons 10 réactions négatives, 3 positives 4 1/8, 3 4 1/16 et 
13 au 1/82. Si lon cherche a établir un rapport avec l’ancien- 
neté de latteinte ourlienne, on constate que sur 10 réactions 
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négatives, 8 concernaient des sujets ayant eu une parotidite 
ourlienne plus de quinze ans auparavant ; pour 6 réactions posi- 
tives du 1/8 au 1/16, les oreillons avaient évolué dans’3 ¢as plus 
de quinze ans auparavant et, dans 3 cas, entre six et dix ans 
auparavant. Parmi les 13 sujets donnant une réaction supérieure 
au 1/32, on trouve 10 étudiants en médecine qui, non seulement 
avaient eu les oreillons dans leur enfance ou leur adolescence, 
mais qui avaient été en contact, dans les hépitaux, avec des oreil- 
lons, et parfois A une date assez rapprochée. 

On remarquera que les taux trouvés pour les sujets dits 
normaux différent de ceux rapportés, notamment aux Etats-Unis, 
par divers auteurs qui obtiennent, avec le sérum de sujets dits 
normaux (en particulier citadins), avec ou méme sans antécé- 
dents connus d’oreillons, des taux notables d’anticorps. A titre 
d’exemple, dans un travail récent, V. Cabasso, J. M. Ruessegger, 
G. K. Looser et H. R. Cox [20] notaient chez des enfants les taux 
souvent élevés d’anticorps fixant le complément (1 a 1/128, 
1 a 1/64, 9 a 1/82, 32 a 1/16). Les différences doivent tenir, 
soit, ce qui est le plus vraisemblable, a la moindre sensibilité 
de notre antigéne (qui cependant décéle bien les anticorps 
apparus en cours de maladie, alors qu’il reste négatif chez la 
plupart des normaux), soit aussi aux conditions épidémiologiques 
différentes des deux pays. 

Sujets atteints de méningite aigué dite lymphocytaire ou de 
méningo-encéphalite. — I] s’agissait de malades (7) ayant présenté 
un état infectieux fébrile avec réaction méningée, pour lesquels 
la ponction lombaire donnait issue a un liquide clair avec hyper- 
cytose a prédominance ou exclusivement lymphocytaire, avec 
albuminorachie peu augmentée, sauf pour quelques cas, et qui 
pouvaient étre considérés comme alteints d’une infection d’origine 
virale. 

Parmi les virus dont nous avons cherché a préciser ]’éventuelle 
intervention, figuraient, en particulier, celui des oreillons et celui 
de la chorio-méningite aigué (maladie d’Armstrong). Par ailleurs, 
des recherches étaient poursuivies, sur un certain nombre de ces 
sérums, par notre collégue et ami le D* P. Lépine et M”* V. Saut- 
ter, en vue de rechercher Yorigine poliomyélitique possible des 
manifestations morbides observées. Les résultats de cette derniére 
investigation seront rapportés ultérieurement. 

Nous avons trouvé, sur 25 sujets pour lesquels nous avons 


pu avoir des sérums prélevés & une période convenable de }: 


(7) Nous remercions bien sincérement le D™ P. Lépine, chef du Ser- 
‘vice des virus de l'Institut Pasteur de Paris, qui a bien voulu nous 
remettre une partie des sérums qui ont été utilisés pour cette étude. 
Nos remerciements vont aussi 4 sa collaboratrice M"® Sautter. 
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maladie avec, pour plusieurs d’entre eux, deux sérums prélevés 
Yun au début, l'autre aprés un certain nombre de jours d’évo- 
lution de la maladie, 4 résultats positifs. Pour 2 d’entre eux 
seulement, il y avait eu une trés discréte atteinte glandulaire 
qui, d’ailleurs, chez l’un des malades, avait été prise pour une 
tuméfaction ganglionnaire. 

Un des cas, pour lesquels la réaction de déviation du complé- 
ment a été des plus utiles, est celui d’une enfant atteinte de primo- 
infection tuberculeuse et chez laquelle l’atteinte méningée avait 
été prise, pendant quelques jours, pour une méningite bacillaire. 
Le séro-diagnostic a permis de rapporter au virus ourlien cette 
atteinte intercurrente (voir observation de Y. Boquien et R. 
Sohier [24)). 

Ainsi, dans l'ensemble, nos résultats coincident avec ceux notés 
par les différents auteurs qui ont utilisé la réaction de fixation 
du complément pour le diagnostic des différentes manifestations 
cliniques et aussi des formes inapparentes de ]’infection ourlienne 
(G. Henle et coll. {22, 23], Jerry Aykawa et G. Meiklejohn [24], 
H. H. Muntz et coll. [25], L. Kilham [26], A. E. Feller et W. S. 
Jordan [27)). 

Toutefois, nous devons Aa nouveau attirer l’attention sur les 
taux beaucoup plus faibles d’anticorps (si on les compare a plu- 
sieurs des chiffres rapportés par les auteurs précités) trouvés chez 
les sujets dits normaux ou ayant eu, 4 une date éloignée, les 
oreillons. Il conviendra de préciser si ces différences sont dues 
a des facteurs d’ordre immunologique, épidémiologique ou 
technique. 


Résumé. 


Aprés avoir rappelé l’intérét pratique des méthodes biologiques 
spécifiques permettant d’établir de fagon précise le diagnostic des 
oreillons, en particulier pour les formes atypiques de cette 
maladie, nous rapportons les résultats des recherches entreprises 
en utilisant la méthode de fixation du complément. 

La nature des antigénes utilisés, les modalités de prépanation 
de l'un d’eux obtenu a partir d’une souche isolée par nous, celles 
de la culture de cette souche dans l’amnios par un procédé simple 
et rapide, la technique adoptée pour le titrage sont successivement 
étudiées. 

Les résultats obtenus avec 199 sérums prélevés chez des malades 
atleints d’oreillons typiques a différentes périodes de la maladie, 
ceux concernant 79 sujets normaux ayant ou non contracté la 
maladie antérieurement a l’examen, ceux, enfin, provenant de 
25 individus ayant présenté une méningite aigué lymphocytaire 
confirment la valeur de la méthode. ; : 
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HEMAGGLUTINATION ET VIRUS 
DE LA VARIOLE AVIAIRE 


par J. VIEUCHANGE et E. LAVAL (‘) 


(Institut Pasteur, Service des virus.) 


La réaction d’hémagglutination décrite pour le virus grippal 
par Hirst [4] et par Mc Clelland et Hare [2] s’est révélée utili- 
sable pour l’étude de quelques autres virus. Notamment, il a été 
montré, par Nagler [8] pour le virus vaccinal et par Burnet [4] 
pour celui de l’ectromélie, que certains agents du groupe variole- 
vaccine étaient doués de propriétés hémagglutinantes. I] nous a 
semblé intéressant de rechercher si la réaction d’hémagglutination 
pouvait étre pratiquée avec un virus appartenant au méme groupe : 
la variole aviaire. Nous rapportons dans cette note les résultats 
obtenus avec une souche poule de variole aviaire, entretenue par 
passages sur la membrane chorio-allantoidienne de l’embryon de 
poulet. 

D’une part, nous avons recherché le pouvoir hémagglutinant de 
ce virus 4 l’égard des hématies de poulet et effectué des compa- 
raisons avec le virus vaccinal. 

D’autre part, nous avons étudié le pouvoir inhibiteur des immun- 
sérums 4 l’égard de cette hémagglutination et tenté de préciser 
dans quelles limites ce pouvoir d’inhibition est spécifique. 


TrcHNIquE. — Virus. — Nous avons utilisé la souche de virus 
de variole aviaire isolée en 1948 a l'Institut Pasteur par M. Ata- 
nasiu en partant d’une lésion spontanée de Ja poule. Son identi- 
fication avait été faite par l'étude morphologique aux microscopes 
optique [5] et électronique [6] et par les caractéres de la culture 
sur membrane chorio-allantoidienne de l’embryon de poulet. 
Depuis son isolement, la souche a été entretenue sur la membrane 
chorio-allantoidienne. Le titrage du pouvoir infectieux de la 
souche nous a montré, au cours des passages, que les dilutions 
étaient encore actives 4 10-7. Pour effectuer les réactions d’hémag- 
glutination, les suspensions de virus ont été préparées avec des 
membranes chorio-allantoidiennes infectées. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1 mars 1951. 
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La souche de virus vaccinal utilisée, dans nos essais, était la 
neurovaccine, cultivée sur membrane chorio-allantoidienne. 


Hématies. — Les hématies ont été prélevées sur des poules et 
des cogs de diverses races et d’Age varié. 
Sérums. — ‘Les réactions d’ inhibition ont été pratiquées avec 


des sérums ae sur des poulets de provenance et d’dge 
différents ; les sérums ont été chauffés a 56° pendant une demi- 
heure. Nous avons comparé l’action d’échantillons de sérum 
recueillis, les uns avant, les autres 4 des dates échelonnées aprés 
EB inoculation de variole aviaire. Les inoculations ont été pratiquées 
chez certains animaux par voie intraveineuse, chez les autres par 
scarifications de |’épiderme. Les injections intraveineuses étaient 
suivies de l’arrachage des plumes du cou. Tantét ces inoculations 
ont été suivies de apparition et du développement de lésions 
typiques de variole aviaire, tantot les animaux n’ont pas réagi 
de fagon apparente. 

Réactions @hémagglutination et d inhibition. — Les réactions 
d’hémagglutination et d’inhibition ont été faites selon la technique 
de Hirst [7] modifiée par Salk [8]. 

Insistons sur le choix de la dilution de virus a utiliser pour 
effectuer la réaction d’inhibition de l’hémagglutination. En effet, 
pour obtenir une réaction d’inhibition bien lisible, il est néces- 
saire de contréler trés soigneusement le taux limite d’hémag- 
glutination. Pratiquement, nous avons effectué la réaction d’hémag- 
glutination sur un nombre de tubes égal a celui des tubes utilisés 
pour la réaction d’inhibition et nous avons considéré comme 
dilution limite celle qui donnait une hémagglutination dans tous 
les tubes : l'unité hémagglutinante était donnée par cette dilution 
limite. Pour effectuer ensuite la réaction d’inhibition, nous avons 
utilisé une concentration de virus égale a 2 unités hémaggluti- 
nantes. 

Dans quelques cas, toutefois, il arrive que pour des raisons 
non élucidées (1), la distribution des hématies dans la réaction 
d’inhibition soit totalement atypique (formation d’une étoile plus 
ou moins réguliére au fond du tube; glissement incomplet des 
hématies, etc.) ; la réaction est alors illisible sur toute la rangée 
des tubes contenant les diverses dilutions de sérum, ce qui rend 
V’interprétation des résultats impossible (Cf. tableau IV). 


Résuttats. — Hémagglutination. — ‘Les suspensions de mem- 
branes chorio-allantoidiennes d’embryon de poulet infectées de 


(1) Dans l’état actuel de nos essais, toute explication de ces fails 
reste du domaine de l’hypothése : présence, dans les suspensions viru- 
lentes ou dans les dilutions de sérum, de facteurs non _ spécifiques 
capables de troubler la sédimentation des hématies ; ou encore réaction 
particuliére du sérum avec les hématies utilisées. 
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variole aviaire (souche poule) sont capables d’agglutiner les 
hématies de certaines poules. 

Les caractéres de l’hémagglutination, dans les conditions oti 
nos essais ont été pratiqués (2), sont exactement superposables 
& ceux que l’on peut observer avec le virus vaccinal : un étalement 
des hématies, sur toute la surface du fond du tube, exprime une 
réaction positive, et le rassemblement des hématies en une petite 
pastille d’environ 2 mm de diamétre l’absence d’hémagglutination. 

Les hématies ont une sensibilité plus ou moins grande, selon 
Vanimal donneur ; nous avons observé, en effet, que pour une 
méme suspension virulente, le taux limite d’hémagglutination 
pouvait varier avec la provenance des hématies utilisées pour la 
réaction (Cf. tableau I). 


Tasteau I. — Agglutination des hématies de poulet par des suspen- 
sions de membranes chorio-allantoidiennes d’embryons de poulet 
infectées avec le virus de la variole aviaire. 


VIRUS 
NEMATIES Dilution des suspensions de variole aviairce. TEMOIN 


Animal donneur Kau 


Poule n° physiologique 


+2 | 1/10 210 


Le taux limite d’hémagglutination, c’est-a-dire la derniére 
dilution de virus active, varie selon les échantillons de virus 
titrés. Pratiquement, dans nos expériences, ces limites sont assez 
voisines d’un échantillon a l’autre : aussi bien avec le virus de 
la variole aviaire qu’avec celui de la vaccine, le titrage du pouvoir 
hémagglutinant donnait des taux comparables au cours des divers 
passages. Le taux limite d’hémagglutination le plus élevé que 
nous ayons observé pour la variole aviaire était de 1 : 40 560. 

I] existe une proportion importante d’animaux (poules et coqs) 
dont les hématies sont totalement dépourvues de la propriété d’étre 
agglutinées par le virus de la variole aviaire. Nous avons fait 
des essais avec 27 poulets : 17 ont donné des hématies aggluti- 
nables par les suspensions virulentes ; 1 avait des hématies auto- 
agglutinables ; les globules des 9 autres ne réagissaient pas au 
virus. 

I] faut souligner que dans nos essais, pour tous les échantillons 


(2) Suspension d’hématies 4 0,25 p. 100. 
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d’hématies étudiés, les résultats obtenus avec le virus de la variole 
aviaire concordaient avec ceux qui étaient enregistrés paral- 
lélement avec le virus de la vaccine : autrement dit, les hématies 
sensibles sont indifféremment agglutinables par l’un ou lautre 
virus ; tandis que les hématies non agglutinables ne le sont pas 
plus en présence d’une suspension de virus variolique que d’une 
suspension de virus vaccinal. 

Ajoutons que limmunisation des animaux contre la variole 
aviaire ne modifie pas l’agglutinabilité des hématies sensibles. 


INHIBITION DE L’HEMAGGLUTINATION PAR LES IMMUNSERUMS. — 
Dans divers essais, effectués avec des échantillons de sérums 
prélevés avant toute inoculation de variole aviaire, chez des 
animaux agés de 1 an ou plus, non vaccinés, nous avons trouvé 
réguli¢rement une action empéchante du sérum a des taux relati- 
vement élevés (Cf. tableau II). 


Tas.eau Il. — Hémagglutination par le virus de la variole aviaire. 
Inhibition de !hémagglutination par le sérum de poulets prélevé 
avant toute inoculation de virus. 


POINT TERMINAL 


+27 , 
pe eros crS Dwytk de l’aclion empéchante du sérum (1) 


INS IGS oe those o pambeo Sheil Gancyaretean 72 048 
INGBet OG Ee rete ae state aes) caket oe CF fon wey there :1 024 


INO er taaedae FEN fine! on bets se) tutes :1 024 
SOLES “cy ra) “b. pan id tae tee ouierh eaetumler snes :2 048 


(1) Exprimé par la derniére dilution du sérum pour laquelle s’exerce encore l'action 
empéchante. 


Nous avons été ainsi conduits 4 rechercher si le sérum d’ani- 
maux plus jeunes avait également un pouvoir empéchant. 

Nous avons examiné le sérum de poulets A4gés de 1 mois, non 
vaccinés. Le sérum de ces animaux prélevé avant toute inocu- 
lation, dés leur livraison a I’Institut, s’est révélé dépourvu de 
tout pouvoir empéchant. C’est seulement a la suite de l’inoculation 
de la variole aviaire A ces animaux, soit par voie intraveincuse, 
suivie de l’arrachage des plumes du cou, soit par scarification de 
la créte, qu’on a observé l’apparition d’un pouvoir inhibiteur 
manifeste a l’égard de l’hémagglutination, et ceci quelles qu’aient 
été les réactions cliniques (Cf. tableau III). 

Le taux auquel le sérum d’un animal donné était actif est reste 
sensiblement le méme pendant toute la durée de l’observation, 
soit du septiéme au vingt-septi¢éme jour aprés Vinoculation. La 
valeur de ce taux varie d’un animal 4 un autre, le taux maximum 
observé étant de 1 : 1024 (dilution finale du sérum). 
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Tasteau I. — Hémagglutination par le virus de la variole aviaire. 
Action sur ’hémagglutination du sérum d’un poulet agé dun 
mois, avant et aprés inoculation intraveineuse de variole aviaire. 


4 
j=) 
DILUTIONS DU SERUM a 
Sg 
BS 
SERUM DU POULET N° 192 a8 
st (2) a; 
ePelSle(s]els |e Sule 
Echantillons prélevés : 
Avant inoculation. . . .|+/+/+/+/+/+/+/4+)]4+/4+ =a) 
Apres linoculation : 
Te jour 0 | 0 O,0;}+)/+/4+)+)/4+ 0) 
44° jour ORO 080) ate eee ean) 
Qe jour Te Ra ed peel eS ce des ee 
27° jour Get ONO] ROE HOW Sh palace erate 


(1) Réactions effectuées le méme jour, avec la méme préparation d’hématies. 


Enfin, quel que soit le mode d’inoculation, le pouvoir empéchant 
du sérum atteint des niveaux comparables. 

Il semble donc qu’on puisse conclure de ces résultats expéri- 
mentaux que dans les conditions ordinaires d’élevage, dans ce 
pays, les poules se contaminent de wariole aviaire de facon occulte 
et développent a la suile de cette infection qui passe imapercue 
la plupart du temps, des anticorps a l’égard de la variole aviaire. 

Rapports avec la vaccine. — Parallélement A ces essais, nous 
avons effectué Ja recherche du pouvoir empéchant du sérum a 
Pégard de ’hémagglutination par le virus vaccinal. Cette recherche 
a été faite, d’une part, chez des animaux supposés neufs, d’autre 
part, chez des animaux inoculés expérimentalement de vaccine 
ou de variole aviaire. 

Deux essais ont été pratiqués sur des animaux neufs. 

Le premier essai portait sur 6 animaux de race Leghorn pro- 
venant de la ferme de l'Institut. Pour tous les sérums, la réac- 
tion était pratiquée, d’une part, avec le virus de la variole aviaire, 
d’autre part, avec le virus vaccinal et les taux limite d’inhibition 
étaient comparés. Pour chaque sérum, la dilution a laquelle 
s’arrélait l’inhibition était plus élevée dans la réaction effectuée 
avec la variole aviaire. 

Par contre, dans le deuxiéme essai portant sur 4 poulets 
de méme race et de méme provenance, le pouvoir inhibiteur du 
sérum de tous les animaux était sensiblement plus élevé a l’éeard 
du virus vaccinal. Les variations observées du taux limite d’inhi- 
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bition étaient de 1: 128 A 1: 256 pour le virus de la variole 
aviaire et 1 : 256 a 1 : 512 pour le virus vaccinal. 

Dans une autre expérience, l'étude du sérum de 10 animaux 
agés de 1 mois n’avait pas permis de déceler la présence d’anti- 
corps a4 l’égard du virus de la variole aviaire ; parallélement, la 
méme recherche effectuée chez 3 d’entre eux avec le virus 
vaccinal s’était également révélée négative; et chez 2 autres, 
on avait trouvé un léger pouvoir empéchant a l’égard de la réac- 
lion d’hémagglutination par le virus de Newcastle. Ces divers 
poulets recurent, immédiatement aprés leur arrivée a l’animalerie 
de l'Institut, une injection unique de l’un ou l’autre de ces virus 
(suspension formolée a 1 p. 100 de virus de Newcastle). Chaque 
poulet fut ensuite saigné les septiéme, quatorziéme, vingt et 
uniéme et vingt-septiéme jours aprés l’inoculation afin de titrer (3) 


le pouvoir inhibiteur de chaque échantillon de sérum a |’égard 
de l’hémagglutination provoquée par chacun des 8 virus. Les 
résultats sont résumés dans le tableau IV. 

Apres inoculation de variole aviaire, le sérum des animaux 
présentait un pouvoir empéchant de la réaction d’hémageluti- 
nation par le virus de la variole aviaire ou par le virus vaccinal, 
soit identique (n° 189), soit manifestement plus élevé pour le 
virus de la variole aviaire (n* 194 et 190). 

Aprés inoculation de vaccine, le pouvoir empéchant était plus 
marqué pour le virus de la variole aviaire. Le nombre d’essais 
effectués est insuffisant pour en tirer une conclusion en ce qui 
concerne la complexité plus grande du virus vaccinal au point de 
vue antigénique. Des résultats enregistrés, on peut toutefois 
conclure a une parenté trés voisine de la composition antigénique 
des deux virus, ce qui permettrait de faire rentrer la variole 
aviaire dans le groupe plus étendu du virus vaccinal (4). 

En ce qui concerne le virus de Newcastle, on doit noter la 
présence d’anticorps empéchant ’hémagglutination provoquée par 
ce virus dans le sérum des animaux neufs, quoique a un taux 
relativement peu élevé. De plus, l’inoculation du virus provoque 
une élévation de ce taux et ne déclenche aucune apparition d’anti- 
corps a ]’égard du virus de la variole aviaire. 

* 
CoNCLUSIONS. 


Le virus de la variole aviaire est doué de propriétés hémagglu- 
tinantes a l’égard des hématies de certains poulets. 


(3) Ces tirages ont été effectués dans la mesure ot l’ont permis la 
quantité de sérum recueillie 4 chaque saignée et la survie de Vanimal. 

(4) Cette conception s’apparente aux conclusions des récentes expé- 
riences de Downie et Mac Donald, sur la classification des virus du 
groupe variole-vaccine (J. Path. a. Bact., 1950, 62, 389). 
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L’existence de ces proprictés a permis d’appliquer la réaction 
dhémagglutination a V’étude de la variole aviaire. 

Une premiére enquéte sur certains caractéres de cette réaction 
a montré qu'il existe un parallélisme étroit entre le comportement 
du virus de la variole aviaire et celui du virus vaccinal. C’est 
ainsi que les hématies sensibles sont indifféremment agelutinables 
par lun ou l’autre virus ; tand:s que les hématies non ageluti- 
nables ne le sont pas plus en présence d’une suspension de virus 
variolique que d’une suspension de virus vaccinal. 

A la suite de Vinoculation expérimentale de Ja variole aviaire, 
des anticorps inhibant cette réaction d’hémagglutination appa- 
rassent dans le sérum des poulets infectés. 

Cette réaction d’inhibition a permis de reconnaitre la présence 
d’anticorps chez des poulets supposés neufs. La présence de ces 
anlicorps vient étayer l’hypothése d’une infection latente chez les 
animaux d’un certain age, dans les conditions normales d’éle- 
vage, dans ce pays. 

De plus, les premiers résullats obtenus avec cette réaction 
dinhibition viennent souligner les rapports antigéniques qui 
unissent le virus de Ja variole aviaire au virus vaccinal. 
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LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
AU BACTERIOPHAGE 


Ill. — ETUDE QUANTITATIVE DE LA PRODUCTION DES PHAGES 
PAR LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES INFECTEES 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE. 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons vu dans un mémoire précédent [3] que dans une 
population semi-résistante, considérée 4 un moment, donné, une 
partie des bactéries sont capables d’adsorber le phage et sont 
réceptives a Vinfection, les autres étant réfractaires. 

Nous étudierons ici la production de phages par une telle 
population. ‘Les facteurs qui influencent la production de phages 
par des bactéries infectées sont trés nombreux : race des phages, 
souche des bactéries, composition du milieu, conditions d’oxygé- 
nation, pH, etc. Dans cette production interviennent encore les 
nombres absolus de phages et de bactéries et la valeur du rapport 
phages/bactéries au départ. 

Dans les expériences que nous allons exposer ici, les facteurs 
numériques concernant phages et bactéries varient seuls, tous les 
autres facteurs étant maintenus constants. Le milieu choisi était 
"eau peptonée (EK. P.). Pour la description des techniques, nous 
renvoyons au premier des mémoires de cette série [2]. 

Nous avons étudié dans ces conditions, pour la souche sensible 
et les souches semi-résistantes : 

1° La production globale de phages par une population de bac- 
téeries infectées, en fonction du temps et des quantités initiales de 
phages et de bactéries. 

2° La production individuelle de phages par bactérie infectée. 

3° Les variations, au cours de l’évolution d’une culture, infectée 
ou non, dans les proportions des bactéries réceptives et des bac- 
téries réfractaires. . 


1° PRODUCTION GLOBALE DE PHAGES PAR UNE POPULATION 
BACTERIENNE INFECTEE. 


_Aprés l’introduction de phages dans une population de bac- 
léries sensibles ou semi-résistantes au début de la phase de crois- 
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sance Jogarithmique, un certain nombre de celles-ci sont infectées 
et se lysent en produisant des phages ; ceux-ci infectent a leur 
tour d’autres bactéries, tandis que les bactéries non encore 
infectées se multiplient. Dans une population sensible, la multi- 
plication des phages est beaucoup plus rapide que celle des 
bactéries, de sorte que dans un délai assez court toutes les 
bactéries sont lysées (sauf quelques mutants résistants, qui 
donneront la culture secondaire), et de ce fait, la multiplication 
des phages est terminée. Dans une population semi-résistante, au 
contraire, la multiplication du phagé est plus lente que celle des 
bactéries, parce qu'une faible proportion seulement de celles-ci est 
réceptive. Cette proportion, comme nous le verrons, est variable 
et par suite, la multiplication se prolonge plus ou moins long- 
temps. Nous y reviendrons [4], mais auparavant il convient d’étu- 
dier comparativement la production de phages par les souches 
sensibles et par les souches semi-résistantes pendant une période 
de temps définie. Nous l’avons fixée a cing heures parce qu’au bout 
d’un temps maximum de cinq heures (pour les conditions expéri- 
mentales choisies) la multiplication du phage dans une population 
sensible est terminée par la lyse de la culture. 

Dans de telles expériences, on part d’un état initial, caractérisé 
par une certaine concentration de phages et une certaine valeur 
du rapport des concentrations phages/bactéries, et on aboutit a un 
état final caractérisé par une autre concentration de phages. A par- 
tir de ces données concernant’ l’état final et létat initial, on peut 
caleuler le rendement en phages au bout de cing heures, tel que 
nous l’avons défini dans une publication antérieure [1] (rapport 
Nf — Ni 

Ni 
4 la fin de l’expérience). 

I] est évident que le rendement en ain et le titre final obtenus 
sont des fonctions des conditions initiales, et que dans le calcul 
de ces fonctions interviennent certaines constantes dont la valeur 
dépend de la souche. Ces fonctions seront étudiées plus en détail 
dans une publication ultérieure. Nous nous bornerons ici a 
comparer le rendement en phages et le titre obtenu au bout de 
cing heures pour différentes conditions initiales, dans les cas de 
la souche O, sensible, d’une part, et de la souche IV, semi-résis- 
tante, d’autre part. 

Les expériences ont comporté, pour chaque souche, deux séries 
d’essais. 

Dans la premiére série d’essais, les rapports ph./bact. au départ 
sont inférieurs ou égaux a 1. 


; Ni étant le nombre de phages au début et Nf le nombre 


Dans 6 ballons contenant chacun 10 cm* d’eau peptonée, on ense- 
mence 5 x 107 bactéries environ et, au bout d’une heure (début de la 
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phase de multiplication logarithmique), on fait une numeération des 
bactéries et on introduit dans chaque ballon une quantité différente 
de phages, de fagon que les rapports ph./bact. s’élagent entre NO =O! 
1 environ. Cing heures apres l’introduction des phages, on fait une 
numération des phages présents (apres centrifugation si la lyse n’est 
pas totale). 


Dans la seconde série d’essais, les rapports ph./bact. au départ 
sont supériew's & lunité. 


Cette série comporte également 6 ballons contenant chacun 10 cm* 
aE. P. ; on ensemence cette fois dans chacune une quantité différente 
de bactéries (de 10° & 10° environ par cm*) et, une heure aprés, dans 
lous la méme quantité de phages (environ 10® 4 107 phages par cm?) de 
facon que les rapports ph./bact. s’élagent entre 1 et 10°. Cing heures 
apres l’introduction des phages, on titre les phages dans les mémes 
conditions que dans la premiére série. 


Pour chaque souche, nous avons réuni les résultats des deux 
séries d’essais dans un méme tableau. 


TaBLEAu I. — Souche O. 
CONDITIONS INITIALES AU BOUT DE 5 HEURES 
Phages par cm$ Ph./Bact. Phages par em? Se ee 
5 

1,6 X 102 10's <A? ee ce 

1,6 X 10° L054 SEL 0e Py eal 

1,6 XK 104 MWe 3,5 K 109 2 40% 

136 X 40° 10-2 eat C 

1,6 X 108 date he Rais 4 xX 10? 

4,8 X 107 11 1,4 X 10° 2 

6. =< 102 3 3 xX 108 6 

Ce e108 3K 1A SSG 07 0,5 

6 << 4107 3 X 10? 37 >< 10! 0 

Gm ><1102 3 X 108 6 >< 4107 0 

6 x 107 3X 104 3. x 107 0 

GP e102 3X 10° 3X 107 0 


On voit que la loi de la production du phage est différente pour 
Ja souche sensible et pour la souche semi-résistante. 

Pour la souche sensible (tableau 1), il existe une différence tres 
nette entre les cas ot le rapport ph./bact. au départ est égal ou 
inférieur a 1, et ceux ot il est supérieur a 1. Dans tous les cas 
ou ce rapport est inférieur ou égal a@ 1, le titre final est de méme 
ordre, aux environs de 10°, c’est-a-dire que le rendement est 
d’autant plus grand que le rapport initial ph./bact. est plus petit 
(dans les conditions de nos expériences). Dans les cas ou le 
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Tasieau Il. — Souche IV. 


CONDITIONS INITIALES AU BOUT DE 5 HEURES 
Phages par cm? Ph /Bact. Phages par cm3 Rendement 
en phages 
1.6 X 102 MT sc 10 6 9 >< 404 B40 
1,6 S< 103 acs 3 S105 200 
ARO <a 02 1,7X 10-4 -6 XX 103 38 
4,6 x 105 fy eS Ones One 08 30 
1,6 S< 106 17x 40—2 2 407 43 
4,8 X 107 0,5 4,3 109 90 
4,2 X 107 1°9 5.45 108 40 
Tos A0d 42 4 x 41010 830 
ae OH 4,2 >< 402 9 ™ 109 750 
P22) See 4.2 X& 102 Baas ali 30 
45,2407 1,2 & 104 2,3 < 108 20 
1,2 < 107 4,2 * 105 1 S<A02 6 


rapport est supérieur a 1, le litre final est peu différent du litre 
initial, le rendement est nul ou trés faible. Plus précisément, le 
rendement est trés élevé pour les rapports ph./bact. inférieurs 
a 10—*, nul quand ce rapport est supérieur a 10' et faible quand 
il est compris entre 10—* et 10!. 

Avec la souche semi-résistante (tableau II), au contraire, on 
noblient de titre élevé que si le rapport ph./bact. est voisin de 1 
ou supérieur a 1; encore ne faut-il pas que ce rapport soit trop 
élevé, car dans ce cas le rendement est si faible que le titre ne 
peut pas étre élevé. Les rendements en phages _ n’atteignent 
jamais, et de loin, les valeurs élevées qu’on note avec la souche 
sensible. I] faut donc introduire beaucoup de phages au débul 
pour que le titre final soit élevé. De plus, si les rendements ne sont 
jamais trés élevés, ils ne sont jamais nuls, contrairement 4 ce qui 
peut arriver dans certaines conditions avec la souche sensible. 
Bien gue les variations du rendement ne paraissent pas obéir a 
une loj précise, on note les meilleurs rendements pour les rapports 
ph./bact. compris entre 10 et 100. 

Enfin, dans les cullures semi-résistantes la multiplication des 
phages n’est pas interrompue par la lyse totale et se prolonge plus 
longtemps que dans les cultures sensibles, 


2° PRODUCTION INDIVIDUELLE DE PHAGES PAR BACTERIE INFECTEE. 

Pour évaluer cette production, il faut, dans un premier temps, 
opérer comme dans 1’étude de l’adsorption des phages sur les bactéries, 
c’est-a-dire infecter toutes les bactéries réceptives de la population avec 
un exces de phages, inactiver les phages non adsorbés, centrifuger, 
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remettre le culot en suspension, compter les bactéries infectées. On 
laisse la suspension & la glaciére jusqu’A ce qu’on connaisse les résultats 
de ce titrage. Pour les détails de ces opérations nous renvoyons au 
mémoire précédent [3]. 

Dans le deuxitme temps, on dilue la suspension A froid, de fagon 
qu’une goutte de cette dilution contienne en moyenne une hactérie 
infectée. 

On répartit de 1’E. P. dans une série de tubes a hémolyse, 4 raison 
de V gouttes par tube et on introduit dans chacun I goutte de cette 
suspension diluée. Les tubes sont placés a l’étuve A 37° pendant deux 
heures, Les bactéries infectées se lysent et liberent des phages. Le 
contenu de la plupart des tubes sert a titrer les phages par la méthode 
de Gratia ; dans quelques-uns on fait une numération des bactéries. 
Dans les deux cas, on utilise la totalité du liquide, on lave le tube avec 
quelques gouttes de la solution de Ringer qu’on ajoute au liquide pre- 
cédent sur la plaque de gélose. 


Les expériences ont été faites sur la souche O, sensible et sur la 
souche IV, semi-résistante. : 

Sur la souche O, l’expérience est Ja suite de celle qui a servi a 
l’étude de la capacité d’adsorption individuelle des bactéries [3]. 
Celle-ci comportait adsorption des phages, l’inactivation par le 
sérum antiphage des phages non adsorbés, la centrifugation 
des bactéries et leur reprise par l’eau peptonée. On disposait, a 
la suite de ces opérations, d’une suspension de bactéries dont 
64 p. 100 étaient infectées. 

Dans 94 tubes, contenant chacun V gouttes d’E. P., on intro- 
duit alors I goutte d’une dilution 4 3x 10—* de cette suspension. 
Les tubes sont placés pendant deux heures a l’étuve a 37° ; on titre 
les phages dans le contenu de chacun. Les résultats sont les 
suivants : : 

49 tubes (52 p. 100) contiennent des phages, ce qui correspond 
d’aprés la théorie de la distribution de Poisson, 4 une moyenne de 
0,7 bactérie infectée par échantillon. 


On trouve : 
Dans “8).destubesi-sc-n 20 nd ae eee i phage 
Dans'6 des: tubes). =e.) <== ae a ae 2 phages 
Dans.6ides tubes... a uae ee 43 phages 


Les nombres suivants de phages ont été trouvés : 
4,5, 9, 14, 34, 41 chacun dans 3 des tubes. 


9 


3, 10, 11, 15, 19, 22, 25, 26, 82, 42, 54, 60, 74 chacun_dans 
1 tube. 

Les 49 tubes « fertiles » totalisent 1018 phages (20 phages par 
tube en moyenne). La proportion trouvée de 52 p. 100 d’échan- 
tillons fertiles, si la distribution de Poisson s’applique, indique 


que 31 p. 100 environ de ceux-ci ont regu plus d’une bactérie 
infectée. 
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Les 49 tubes « fertiles » ont donc recu au total 64 bactéries, ayant 
produit un total de 1018 phages (15 phages par bactérie en 
moyenne). 

Mais on note de trés grands écarts autour de Ja moyenne. On 
peut penser d’ailleurs que les écarts réels sont moindres que les 
Ccarts apparents, car il est probable que plusieurs des tubes ot 
l’on trouve le plus de phages ont recu 2 bactéries infectées. 

Le tableau HI permet de comparer la répartition statistique des 
bactéries réceptives suivant leur production de phages pour la 
souche O sensible, et la souche IV, semi-résistante. 

Les bactéries y sont groupées en quatre catégories suivant le 
nombre de phages produits. 


TABLEAU III. 


NOMBRE DE BACTERIES 


CATEGORIE p- 100 
d’aprés Ja production de phages 
Souche O Souche IV 
Lowa D jo oeeteyh SP ase ae ce any eae 16 50 
Il (moins de 10 phages)... . 31 env. 47 
HS BOrancCOephaces) pees oo. 51 env. 10 
IV (plus de 100 phages). .... 0 22 


On voit que dans les deux souches, les variations individuelles 
sont grandes (dispersion autour de la moyenne). Nous avons vu 
d’ailleurs que pour la souche O elles sont probablement moindres 
qu’elles ne le paraissent. Mais la différence de la répartition dans 
les deux souches n’en est pas moins évidente. 

Dans la souche O, en dehors de quelques bactéries dont le pouvoir 
de synthése du phage est quasi nul (aprés adsorption d’un phage, 
elles ne libérent qu’un phage), toutes les autres ont un pouvoir de 
synthése faible ou moyen. Dans la souche IV, au contrairc, chez la 
moitié des bactéries réceptives, le pouvoir de synthése du phage 
est quasi nul; les autres se répartissent également en deux 
groupes: dans l’un, les bactéries ont un pouvoir de synthése 
fort, dans l’autre il est faible ou moyen. 

Dans la souche semi-résistante étudiée, le pouvoir de synthése 
des phages est donc réduit vraiment au minimum chez la moitié 
des bactéries réceptives ; alors que cette insuffisance ne se ren- 
contre chez les bactéries sensibles que dans 18 p. 100 des cas. Par 
contre, on ne trouve pas, dans la souche sensible, de bactéries 
ayant un pouvoir de synthése aussi élevé que celui de certaines 
bactéries de la souche semi-résistante. En fin de compte, ces deux 
particularités des bactéries réceptives de la souche semi-résistante 
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se compensent et la production moyenne de phages de ces bactéries 
est de méme ordre que celle des bactéries de la souche sensible. 

Le comportement particulier des populations semirésisiantes ne 
s'explique done pas par une insuffisance de la production de 
phages par les bactéries réceptives, mais par la faible proportion 
de celles-ci. 


3° VARIATIONS DES PROPORTIONS DES BACTERIES RECEPTIVES 
ET REFRACTAIRES DANS UNE CULTURE SEMI-RESISTANTE 
PENDANT LA CROISSANCE BACTERIENNE. 


Nous avons vu jusquici : a) que la souche IV, semi-résistante, 
contient un petit nombre de bactéries réceptives faisant la synthése 
du phage ; b) que malgré le petit nombre de ces bactéries récep- 
lives les phages se multiplient dans une population semi-résistante 
pendant un temps trés long. On devait done se demander si les 
proportions des bactéries réceptives variaient au cours de la crois- 
since bactérienne. 


Les expériences ont porté sur des suspensions de bactéries qui avaient 
été mises en présence d’un exces de phages pendant dix minutes, traitées 
par Je sérum antiphage jusqu’’ l’inactivation presque totale des phages 
non adsorbés, recentrifugées et enfin remises en suspension. On avait 
opéré exactement comme dans les expériences destinées a ¢fudier le 
pouvoir d’adsorption des bactéries. 


Ces préparations ont ¢lé utilisées dans trois expériences. 

Premier type d’expérience. — Trois ballons (I, II et III) conte- 
nant chacun 10 em? d’E. P. sont ensemencés avec la méme quan- 
tite de la méme culture et sont placées en méme temps dans l’appa- 
reil a agitation au bain-marie 4 37°. Au bout d’une heure, on retire 
le ballon I du bain-marie et on le plonge dans l'eau glacée ; on 
opére de méme au bout de deux heures avec le ballon II et au 
bout de cing heures avee le ballon III. Les culiures II et III sont 
diluées de fagon que la concentration des bactéries y soit ramenée 
a peu prés a celle de la culture I. On préléve ensuite le méme 
volume de chacune des trois cultures. Dans chacun de ces échan- 
lillons, on fait une numération des bactéries, on introduit un 
exces de phage et on pratique l’adsorption dans les conditions 
indiquées. 

Finalement, on dispose de trois suspensions de bactéries, a peu 
pres de méme concentration, provenant de trois cultures identiques, 
ayant adsorbé les phages dans les mémes conditions. Elles ne dif- 
ferent que par l’age de la culture dont elles proviennent. On fait 
dans chacune une numération des bactéries infectées (leur nombre 
élant indiqué par celui des plages sur la souche sensible). Deux 
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experiences semblables ont été faites, dont les résultats sont donnés 
par le tableau suivant (tableau IV). 


TaBLEau LY. 


NUMEROS 
des suspensions bactériennes 


II UI 


Expérience 1 : 


Ractéries par cm3. . . 
Bactéries mfectées . . . . 
Bactéries infectées p. 100. 


Expérience 


Bactéries par cm*. . 
Bactéries infectées . 
Bactéries infectées p. 100 


Nous pouvons admettre, comme nous l’avons dit [3], que toutes 
les bactéries qui étaient réceptives au moment de l’adsorption ont 
été infectées. On voit done que la proportion des bactéries récep- 
lives n’a pas augmenté au cours des cing premicres heures de 
la phase de multiplication logarithmique des bactéries. Elle 
parait méme avoir diminué. 

Deuxiéme type dexpérience. — On pratique l’adsorption sur 
une culture d’une heure, toujours dans des conditions telles que 
toutes Jes bactéries réceptives a a l’instant considéré soient infectées. 
Dans un ballon contenant 10 cm* d’E. P. on introduit une petite 
quantilé de la suspension bactérienne ainsi traitée ; on fait une 
numeération des bactéries infectées qui ont été introduites, on place 
le ballon dans l’appareil 4 agitation au bain-marie a 87°. Dans 
cette culture on fait des titrages de phages en série. Au début, 
tant que le milieu est relativement clair, les titrages y sont faits 
directement. A partir du moment oti la culture est assez abon- 
dante, on la centrifuge avant chaque titrage ; celui-ci est fait dans 
le surnageant ; puis les bactéries y sont remises €n suspension, 
avant que le ballon soit replacé dans l'appareil 4 agitation au 
bain-marie 4 37°. Plusieurs expériences de ce type ont été faites 
avec les mémes résultats. 

Le tableau V donne les résultats de lune d’elles, ott le milicu 
avait élé ensemencé avec V gouttes d’une dilution a 10—* de la 
suspension de bactéries. Aprés l’adsorption des phages, il y avait 
au départ 1 p. 100 de bactéries infectées, 
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TABLEAU V. 


TEMPS VHAGES RENDEMENT EN PHAGES 


en heures par cm? 


o 
. 
om 


ve 
oT or 
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Alors que les bactéries réceptives au moment de l’adsorplion 
avaient été pratiquement toutes infectées, et par conséquent 
s’étaient lysées rapidement, la multiplication des phages s’est pour- 
suivie. C’est done que dans ces conditions, des bactéries récep- 
tives ont apparu dans la descendance des bactéries réfractaires. En 
outre, la multiplication du phage se continue plus longtemps dans 
cette culture semi-résistante que dans une culture sensible. 

Troisiéme type @expérience. — On pratique l’adsorption, tou- 
jours dans Jes mémes conditions, sur une culture d’une heure. On 
obtient donc, comme précédemment, une suspension ot la plupart 
des bactéries réceptives a Vinstant considéré (environ 1 p. 100) 
sont infectées. On dilue cette suspension a 10—® et. on étale quel- 
ques gouttes de cette dilution sur une plaque de gélose, de facon 
a oblenir une trentaine de colonies bien séparées. 

La probabilité pour qu’une bactérie réceptive ait échappé a V’in- 
fection est faible. La probabilité pour qu’une bactérie réceptive 
non infectée se trouve dans le volume étalé sur la gélose est encore 
beaucoup plus faible. On doit donc admettre que la plupart des 
colonies, sinon toutes, proviennent d’une bactérie qui ¢tait réfrac- 
taire au moment de l’adsorption. 

A partir de chaque colonie, on fait une subculture en gélose 
inclinée, et cette derniére est ulilisée pour ensemencer, avec une 
dilution appropriée de phages, la surface d’une plaque de eélose. 
Sur tontes les plaques, des phages nombreuses apparaissent ; ce 
qui prouve, une fois de plus, que des bactéries réceptives ont 
apparu en présence de phages, dans la descendance des bactéries 
réfractaires. 

Discussion. 


Les DEUX ETATS DES BACTE:RIES SEMI-RESISTANTES. — On a vu [3] 
que dans une population de hactéries semi-résistantes, les unes 
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sont réceptives a l’infection par le phage, les autres réfractaires. 
Cette population est done hétérogéne dans son comportement 
vis-a-vis du phage. 

Mais cette hétérogénéité dans le comportement ne répond pas 
a l’existence de deux types différents de bactéries, car ces bactéries 
réfractaires ne sont pas des bactéries résistantes vraies. Les faits 
suivants le démontrent : 

1° La proportion des bactéries réceptives et réfractaires pour 
une souche semi-résistante reste toujours de méme ordre apres de 
nombreuses subcultures dans le méme milieu (E. P.). Chaque 
souche est donc caractérisée par une proportion de bactéries réfrac- 
taires et réceptives qui lui est propre, comme s’il s’établissait un 
équilibre entre les deux états. Dans un mélange de bactéries résis- 
tantes et sensibles, ces proportions se modifieraient au cours des 
subcultures. 

2° Par ailleurs, nous avons vu dans un mémoire précédent [2] 
que le phage produit, sur une population semi-résistante, des 
phages d'’aspect particulier et en nombre moindre qu’il n’en 
produit sur une population sensible. 

Or, nous avons constaté qu’en étalant le phage sur des mélanges 
en proportions diverses de bactéries résistantes et sensibles, on ne 
produit jamais de plages ayant ces caractéres. Si la proportion de 
bactéries résistantes est trés peu élevée, on n’obtient pas de plages. 
En cas contraire, on obtient des plages en méme nombre et de 
mémes dimensions que celles qui apparaissent sur les bactéries 
sensibles seules. On constate seulement que ces plages sont cou- 
vertes d’une couche bactérienne plus ou moins dense, suivant la 
proportion de bactéries résistantes. 

3° Il y a toutes les transitions entre la bactérie semi-résistante 
qui, aprés l’infection, produit plus de 100 phages et celle qui n’en 
produit pas. En particulier, beaucoup ne libérent qu'un phage. 

4° Dans une culture faite en présence de phages, des bactéries 
semi-résistantes apparaissent dans la descendance des bactéries 
réceptives. 

5° Comme nous le verrons dans un mémoire ultérieur [4] (1), le 
passage de l’état réceptif a l’état réfractaire ou inversement peut 
étre provoqué par une modification de |’équilibre ionique Ca-P. 

Il est donc probable que les bactéries d’une population semi- 
résistante appartiennent toutes (en dehors de mutations possibles) 
a un seul et méme type, mais qu’elles peuvent se trouver dans deux 
états différents : 1’état réfractaire et l’état réceptif.. 

Une bactérie semi-résistante peut passer d’un état a l’autre sous 
certaines influences. 


(1) Voir aussi [4}. 
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INTERPRETATION DU MODE DE PRODUCTION DES PHAGES PAR UNE 
CULTURE SEMI-RESISTANTE INFECTEE. — Dans la souche O, presque 
toutes les bactéries sont aptes 4 adsorber le phage et a le multi- 
plier. Deux cas sont a distinguer : a) Quand le nombre de phages 
est, au départ, inférieur & celui des bactéries, la plupart des phages 
infectent une bactérie, étant donné que praliquement elles sont 
toutes sensibles. Les bactérics infectées, en se lysant, libérent de 
nouveaux phages qui, a leur tour, infectent d’autres bactéries, et 
ainsi de suite jusqu’a la lyse totale de la culture. I] en résulte que 
le rendement en phage est inversement proporlionnel au rapport 
phages/bactéries au départ, et que le titre final est généralement 
élevé ; b) dans les cas ott les phages sont en excés, toutes les bac- 
{éries sont infectées d’emblée et la lyse se fait en un temps. Nous 
by reviendrons pas. 

Au contraire, dans le cas d’une souche semi-résistante, les phages 
se multiplient d’abord aux dépens des bactéries réceptives pré- 
sentes dans |’état initial ; ensuite aux dépens des nouvelles bac- 
téries réceptives apparues en présence de phages pendant la phase 
de croissance des bactéries. La production de phages augmente 
done lentement et lon n’observe pas de lyse massive. Pour la 
méme raison, la lyse ne se fait jamais en un temps, méme si les 
phages sont en grand excés. Sur un milieu gélosé, les phénoménes 
sont évidemment les mémes; ce qui explique, nous l’avons vu, 
les caractéres particuliers des plages. Ceci explique également 
que, avec les souches semi-résistantes, on n’obtient un titre final 
élevé que dans les cas ot le rapport phages/bactéries au départ 
est relalivement grand, ‘Le rendement n’est donc jamais tres élevé. 


CONCLUSIONS 


1° Les populations semi-résistantes produisent toujours des 
phages avec un faible rendement et, pour obtenir des lysats de 
titre élevé avec de telles populations, il faut que le rapport des 
concentrations phages/bactéries soit élevé au départ. 

Les populations sensibles, au contraire, produisent les phages 
avec un rendement d’autant plus fort que le rapport des concen- 
rations phages/bactéries est plus faible, et donnent toujours des 
lysats de titre élevé pour toutes valeurs du rapport phages/bac- 
téries jnférieur a 1. 

Ces differences sont uniquement dues a ce que, comme il a 
été montré dans une publication précédente, dans les populations 
semi-résistantes une partie seulement des bactéries est réceptive. 
En effet, la production moyenne de phages par bactérie infectée 
est la méme pour les deux types de population, bien qu’on note 
dans les populations semi-résistantes des écarts individuels plus 
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grands entre la production des bactéries, considérées indivi- 
duellement. 

2° Nous avons vu, dans un précédent travail, que les popu- 
lations semi-résistantes sont hétérogénes au point de vue de leur 
réaction au phage; les unes étant réceptives, les autres réfrac- 
laires. Mais il s’agit de deux états différents d’un méme type de 
hactéries, avec passage possible d’un état a autre. 

3° Au cours de l’évolution d’une culture semi-résistante en pré- 
sence de phages, des bactéries réceptives apparaissent dans la 
descendance des bactéries semi-résistantes, alors que les souches 
semi-résistantes qui n’ont pas de contact avec les phages 
contiennent une proportion constante de ces bactéries. 

4° Ce passage de l'état réfractaire a ]’état réceptif explique la 
marche de la production des phages dans une culture semi-résis- 
tanle, ainsi que (comme nous l’avons vu dans un précédent tra- 
vail [2] l’aspect particulier des plages. 
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ETUDE DE LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 
(EBERTHELLA TYPHOSA) 


par M. DIGEON, M. RAYNAUD et A. TURPIN (*). 
(avec la collaboration technique de J. RIZA). 


(PREMIER MEMOIRE) 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Nous avons rapporté dans une note antérieure [4] que l'on 
pouvait extraire, des formes rough d’Eberthella typhosa, une 
substance toxique distincte de l’antigene O et que nous avons 
proposé d’appeler toxine R2. Nous apportons quelques précisions 
sur la purification et les propriétés de cette substance. 


TECHNIQUES. 


Les bactéries ont été obtenues par culture en boites de Roux 
sur bouillon gélosé pendant vingt-quatre heures a 38° (1). Dans 
nos premiéres expériences, les bactéries ont été utilisées a |’ état 
frais, aprés deux lavages a l’eau physiologique. Par la suite, les 
bactéries ont été desséchées par trois lavages a l’acétone a —- 15° 
et conservées sous vide jusqu’au moment de leur emploi. 


EXTRACTION PAR LES SOLUTIONS HYPERTONIQUES. — Les germes 


; M M 
lavés sont repris dans une solution 7 en NaCl, Io ° citrate 


trisodique de fagon a4 réaliser une suspension contenant entre 4 
et 6 mg d’azote bactérien par centimétre cube. On laisse la 
suspension & 0° pendant cing jours. On centrifuge. Le liquide 
surnageant est dialysé pendant vingt-quatre heures contre eau 
courante a 0° + 4° et pendant vingt-quatre heures contre eau 
distillée. La solution obtenue constitue la toxine brute. Sous cette 
forme elle se conserve mal, la toxicité diminuant méme par 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
(1) Nous remercions MM. Bonnefoi et Le Minor d’avoir bien voulu 


nous préparer les quantités importantes de bactéries nécessaires 4 ces 
études, 
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séjour a — 5° ou — 15°, en méme temps qu’il apparait un préci- 
pité. Par contre, lextrait hypertonique non dialysé se conserve ° 
plusieurs semaines a 0°. 


Dose MINIMA MORTELLE. — Les solutions A injecter sont stéri- 
lisées soit par filtration sur bougie, soit par addition d’anti- 
septiques (formol, 1 p. 1 000 ou merthiolate, 1 p. 10 000). La 
toxicité est recherchée par inoculation intrapéritonéale a la souris 
de 20 g avec un délai d’observation de quatre jours. 

La dose minima 50 a été déterminée pour certaines prépara- 
tions par la méthode de Reed et Muench [2]. 


REACTIONS DE PRECIPITATION. — Les précipitations sont faites 
en utilisant un sérum immun dilué. On dispose dans chaque 
tube 0,5 cm® d’une dilution de sérum au 1/5 (sérum de cheval) ou 
au 1/10 (sérum de lapin) et on ajoute un volume égal, 0,5 cm? de 
la dilution d’antigéne. Lorsque les antigénes ont été obtenus a 
l’état sec, la concentration de la solution mére a été fixée unifor- 
mément 45 mg par centimétre cube. Les tubes sont placés pendant 
deux heures au bain-marie 4 45° (on effectue alors une premiére 
lecture), puis transférés a 0°; aprés dix-huit heures de séjour 
a 0°, on effectue la lecture définitive. On recherche la dilution 
limite d’antigéne qui donne, dans les conditions indiquées, un 
précipité nettement visible a l’ceil nu. 


Dosaces. — L’azote a été titré par la méthode de Kjeldahl aprés 
huit heures de minéralisation au moins avec un catalyseur a base 
de Sélénium. 

Le phosphore total a été dosé par la méthode de Horecker et 
coll. [8] légérement modifiée (concentration finale en acide sulfu- 
rique N/1). L’intensité de la coloration a été mesurée au photo- 
métre de Meunier avec l|’écran rouge. 

Les glucides sont déterminés aprés hydrolyse au bain-marie 
a 100° pendant quatre a huit heures par de l’acide sulfurique 2N. 
L’hydrolyse est effectuée en tube pyrex de 240 x 18 mm muni 
dun réfrigérant s’adaptant sur le tube par un _ bouchon rodé. 
Aprés hydrolyse, on neutralise et on porte le volume a une valeur 
donnée (10 cm* en général) et on dose les sucres sur une partie 
aliquote par la méthode d’Hagedorn-Jensen [4]. Les résultats sont 
exprimés en glucose. Les pentoses sont dosés par Ja méthode de 
Bial-Mejbaum [5]; le témoin est chaque fois fait avec 20 mg de 
ribose (Hoffmann-La Roche). 


DIGESTION TRYPSIQUE ET PHOSPHATASIQUE. — Les digestions tryp- 
sique et phosphatasique des antigénes ont été faites suivant la 
technique utilisée par Tal et Goebel [6]. La trypsine est une prépa- 
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ration commerciale (Vaillant). La phosphatase alcaline ulilisée a 
été préparée a partir de muqueuse intestinale de chien par 
digestion trypsique selon Schmidt et Thannhauser [7]. Le produit 
soluble obtenu apres digestion trypsique et élimination du résidu 
insoluble a été employé sans purification ultérieure. Son activité 
a été déterminée sur glycérophosphate de sodium dans _ les 
conditions recommandées par Roche et coll [8]; les préparations 
que nous avons utilisées contenaient, la premiére, 49 unités, la 
deuxiéme 40 unilés par centimétre cube. 

Les deux premiéres électrophoréses ont été faites par M. Bus- 
sard (service de M. Grabar), les autres par M. de Mende (service 
du professeur Audubert, CNRS). Les substances étaient a la 
concentration de 0,5 p. 100 en tampon phosphate, », = 0,2, ph = 7,7, 
sauf indication contraire. 


RESULTATS. 


1° Toxines BruTes. — La toxine brute présente des caracté- 
ristiques assez variables suivant les préparations. Voici quelques 
exemples. Le pH de ces préparations varie de 7 a 7,4. 


TABLEAU |]. 
; DMm N 
PREPARATION (eras) (neem) ae N 
431 0,4 0.56 48 
304 0,4 0,142 94 
20 ome (Dey 0,063 83 
ty 0,1 0,198 52 
3 1G0 kee 0,1 0,130 71 
oes 0,1 0,160 62 
rie eae 0,4 0,450 {7 
B62 oS h, 0,4 0,414 22 


La toxine brute est en général limpide, non opalescente, mais 
ce caractére est en rapport avec la faible concentration en toxine 
réalisée a ce stade. Lorsque la concentration est augmentée aprés 
précipitation, on obtient, comme avec l’antigéne O, des solutions 
opalescentes. Cette opalescence est méme trés prononcée en 
soluuion a 1 p. 100 et est génante pour les études électro- 
phorétiques. 

La toxine brute a été utilisée pour la préparation de sérums de 
lapin: injecuon de doses croissantes par voie sous-cutanée 
d’abord, puis intraveineuse. Les sérums obtenus contiennent des 
précipitines réagissant avec la toxine R2 brute et des agglutinines 
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pour les bactéries R2. Ces agelutinines sont dirigées a la fois 
contre les anligénes somatiques rough (agglutination des bac- 
téries R2 chauffées deux heures trente a 100° ; taux limite, 
I/1 000) et contre lantigéne flagellaire H (d); agglutination 
a taux élevé (1/5 000 4 1/50 000) des suspensions formolées des 
bactéries Eberth R2, H 901 et des Salmonella contenant le méme 
antigene (d) ; S. manhattan, S. gaminara. 

Ceci indique que la toxine brute contient certainement plusicurs 
antigénes et en particulier l’antigéne flagellaire H (d) et des anti- 
genes somatiques thermorésistants des bactéries R2. Les agglu- 
tinations des bactéries R2 ont été recherchées avec des suspensions 
en NaCl 2 p. 1 000. Etant donné le caractére complexe de ces 
extraits bruts dialysés, nous n’avons pas effectué de nombreux 
dosages chimiques. A titre indicatif, nous avons précipité par 
4 volumes d’alcool une de nos préparations (4 108). Le précipité 
obtenu aprés trois lavages & l’acétone 4 — 15°, toujours toxique, 
a été analysé (toxine 4.108-SI, tableau II). 


2° ToxXINES PRECIPITEES PAR L ACIDE TRICHLORACETIOUE. — Si 
Pextrait dialysé est additionné d’un volume égal d’acide trichlor- 
acétique N/2 ou, mieux, d’une quantité d’acide trichloracétique N/1 
suffisante pour amener le pH a 4,1, il se forme un_ précipité 
abondant. Si on opére a 0°, ce précipité est réguli¢rement toxique. 
La durée du mainuien & pHI acide doit étre aussi courte que 
possible. Le précipité est en général nettement perceptible aprés 
une heure. La redissolution est toujours difficile et doit étre faite 
aussitot que le précipité a été recueilli par centrifugation a 0°. 
Nous avons employé pour cette redissolution diverses solutions 
salines sous un volume égal au 1/10 du volume initial pour 
réaliser en méme temps une concentration de la substance toxique ; 
CO, Na, 10 p. 100, phosphate tampon M/15, pH 7,6, etc. Le 
précipité se redissout bien dans la soude, mais la solution obtenue 
apres retour 4 un pH neutre ne présente qu’une toxicité irré- 
guliére. 

Nous avons obtenu de meilleurs résultats en opérant de la 
facon suivante: le précipité est remis en suspension dans de 
lacétate 0,150 M de pH 6,9 ou de phosphate M/10 de pH = 7,6 
(1/10 de volume initial) et on ajoute avec précaution de la 


soude N/10 pour assurer la dissolution rapide du précipité tout 


en maintenant le pH a valeur = 6,9. La solution est ensuite 


utilisée telle quelle ou dialysée vingt-quatre heures contre un 
tampon identique. Une toxine de ce type a été utilisée pour Immu- 
niser un lot de lapins (sérum antiloxine R2 trichloracétique). Une 
fraction a été reprécipitée par l’acide trichloracétique : le précipite 
lavé trois fois 4 l’acétone et a l’éther a été analysé. Toxine R2 140. 

Les résultats des analyses sont rapportés dans le tableau I. 
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L’électrophorése a révelé trois constituants (voir tableau III ct 


fig. 1). La courbe d’absorption dans Vultraviolet présente une 
bande entre 2 500 et 2 740 A (fig. 3). 


Re 440 pH = 7,7 vitesses 4,0 


MM 292 2,9 
450 volts /em 


6.780 secondes 


4,9 


CompartiMENT CATHODIQUE 


Rz 435 


COMPARTIMENT 
ANODIQ@UE 


Les réactions colorées suivantes sont positives : biuret, xantho- 
epee ninhydrine, Sakaguchi, a-nitroso-B-naphtol, Hopkins- 
Jole, Millon. La réaction de Dische a la diphénylamine est 
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négative. Le caractére complexe de la préparation R2 140 révélé 
a l’électrophorése ne permet pas de tirer de conclusion sur la 
nature réelle de la fraction toxique, A partir des données 
précédentes. 


3° TOXINES PRECIPITEES PAR L’ACIDE AcETIQUE. — La précipi- 
tation de la toxine brute a pH 4,1 par addition d’acide acétique 
a 0° donne une substance qui, redissoute dans les mémes conditions 
que la toxine précipitée par l’acide trichloracétique, reste toxique. 
Diverses préparations ont été obtenues par cette technique : 
4108 (S2) — R2 4385 — R2 450 — 492. 

Leurs caractéres chimiques principaux sont rapportés dans le 
tableau II. 

La toxine 435 n’a révélé qu’un seul constituant principal A 
Pélectrophorése (fig. 2), mais la quantité préparée n’a permis de 
faire que des analyses sommaires. Lorsque nous avons voulu 
refaire la méme préparation, le produit obtenu (450) comportait 
quatre constituants électrophorétiques distincts (fig. 6). 

Les analyses ont été faites dans des conditions non uniformes. 
Toxine 435 : analyses effectuées sur la solution, avec détermi- 
nation du poids sec sur une partie aliquote. 

Toxine 450 : le précipité acétique remis en suspension dans de 
Veau distillée a été desséché par lyophilisation. 

Toxines 492 et 4 108 S2 : précipité obtenu a partir de la solution 
en acétate par addition de 4 volumes d’alcool. 

La courbe d’absorption dans lultra-violet de la toxine 435 


° 
présente deux bandes, l’une avec sommet a 2 550 A, l’autre avec 


sommet 4 2 750 A (fig. 4). 

Les résultats du tableau II montrent que la composition chimique 
des différentes préparations obtenues par précipitation a pH = 4,1 
varie suivant les lots. Un certain nombre de caractéres communs 
sont cependant manifestes : présence d’azote, de phosphore, ce 
pentose et d’un polyoside. Les variations observées sont déja un 
indice de la non-homogénéité des préparations que confirment les 
examens électrophorétiques. 

Nous avons essayé de fractionner par voie chimique (sels 
neutres, alcool éthylique a différentes concentrations 4 la tempé- 
rature ordinaire, etc.) la toxine précipitée & pH = 4,1 et 
redissoute en tampon acétate. Le plus souvent la toxicilé des 
fractions obtenues était nulle ou beaucoup plus faible que celle du 
produit de départ. En opérant 4 basse température, nous avons 
pu obtenir un précipité toxique. Les conditions utilisées étaient les 
suivantes : pH = 5,7; tampon acétate, 0,050 ; température, — 0° ; 
concentration en alcool éthylique: 33 p. 100. Le produit 
obtenu, 4 104, a une teneur en glucides aprés hydrolyse plus 
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élevée que les aulves préparations, mais n’est pas homogéne a 
l’électrophorése : il contient 6 constituants au moins, Pun d’entre 
eux cependant en concentration prédominante (67 p. 100). 


CouRBE D'ABSORPTION DANS L'ULTAA-WOLET 


R2 140 Bande 2500.2%0 A 


log ly pH = 72 


Absorption a@ 2.600 


\ Sommel R740 


Fig. 3 


2500 2600 2]00 2.800 2900 A? 


Zh00 


Re 435 pH: 76 


Sommet 
& Bandes 1/2500.2550 2.550 


2/2680.2750 2.750 


2.400 2600 2600 2300 2¢00 2800 


Ss essais de fractionnement chimique de la toxine R2 


ess. ( ( apres 
redissolution immédiate d i 


u précipilé acétique ou trichloracétique 
ne nous ont done permis d’obtenir que des produits partiel- 
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lement purifiés, contenant toujours plusieurs constituants électro- 
phorétiques. 

Nous avons alors essayé disoler la fraction toxique par 
digestion trypsique et phosphatasique, en utilisant la technique de 
Tal et Goebel. Voici le détail de cette expérience. 


TaBLeau II. 
SS SS SS A SE PRIS, 
a na & S| = 
= : Az >| & g|@ | ge 
PREPARATIONS S N P oHEe = Sito | se 
a Boe! @ | ala] as 
S So es Pa 
Ro AsOn(acreietlor:) i.e <2 13 OF 24aai 44 1,54 | 36 
Ro 4108 SI (brute). .... 39 3,73) 3,44 | 4,19) 0,68 8,41 4,3 
ee OSmll(aCewa Cel.) em) ein Sena aon OMT Omnia ote eGo 25 0,58 
IRigy 22635) (GKOS EKO lee gee oe 10,4 S58) 1124 | 38 
ons DON(AC aCObiwey ss ior O52. | OF GORI ei .S lal 
Likes “APA (ENE KOLA) oA 6 Gee 97,057] O62 )mOnGOm Ad | A650) 82 
RovAl0e (acy acét:) 5. 2. 10,6 7,48 | 1,40 | 42,8 | 2,52 | 417 
Les chiffres indiqués représentent le pourcentage du poids sec. 
Les glucides sont exprimés en glucose. 
TasLeau Ill. — Nombre de constituants électrophorétiques. 
MOBILITE p. 100 
Tat, Gl KD a i oh EC One <A acer 4,9 55 
259) 29 
1,0 16 
Ry 433 Ga 2D ERIS So One OMG 3,°0 
Ry 450 6,2 23,8 
4,4 40,8 
Doi 25,2 
0,3 10,2 
Rell Oren wee Jn) shames tk mie cde nee POs 67,4 
3,9 4 
5,4 “ ii 
4,5 4 
3,1 Dee 
1,6 15,4 


Les mobilités sont exprimées en 10-° cm? volt.-sec. 


4° PURIFIGATION PAR DIGESTION TRYPSIQUE ET PHOSPHATASIQUE DE 


LA TOXINE PRECIPITEE PAR L’ ACIDE ACETIQUE. — Expériences 4128. 
-~— Un lot important de corps microbiens (1 000 boites de Roux) 


M 


Mai ; 
est extrait par NaCl ar citrate 10 Les extrails dialysés sont 


acidifiés par l’acide acétique en 3 lots de 101. Le précipité 
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obtenu, Pl, est lavé deux fois 4 l’acétone & — 15° et séché sous 


vide 4 — 15°. ‘? 
Le liquide surnageant est encore toxique. On |’additionne d’un 


ANRS 


Sommet 
Pi, 2.550 . 2760 2.780 
P, 2510 ~ 2680 2.680 


2,400 2500 2600 2}00 2800 2900 3,000 


pH - 7,6 
/* 2 0,200 
C 2 9.000 secondes 
3 vo.ts /cm 


COMPARTIMENT ANODIQUE 


Fig. © 


demi-volume d’alcool. I] se forme en douze heures, a — 5°, un 
précipité abondant, P2, qui est recueilli par décantation et filtra- 
tion sur papier, lavé deux fois a l’acétone et séché. 

Les deux produits obtenus sont toxiques. Tous deux sont des 
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mélanges complexes et donnent une précipitation spécifique avec 
les sérums anti-R2 (sérums antibactériens R2, sérums antitoxine R2 
brute, sérums antitoxine R2 précipitée par l’acide trichloracétique) 
et ne réagissent pas avec les sérums anti-antigéne O Boivin 
d’Eberthella typhosa. 

La composition chimique de ces deux produits est rapportée au 
tableau IV. 

L’électrophorése révéle au moins trois constituants pour chacun 
d’eux (tableau V, fig. 8). 

L’ensemble des opérations nous a permis de recueillir 6,40 g 
de Pl et 4 g de P2. 

Un essai préalable a été effectué sur Pl pour voir si la toxi- 


Re 4104 TAMePON PHosPHATE pH: 7,75 
J": 2 


COMPAR TIMENT 5,05 votrs /cm 


ANODIQUE 12.000 seconadles 


cité se retrouvait aprés digestion trypsique et phosphatasique. 

A partir de 1 g de Pl nous avons obtenu, aprés digestion tryp- 
sique et traitement par le chloroforme et Valcool iso-amylique, 
100 mg d’un corps, P1 T, dont nous avons déterminé quelques 
caractéristiques (tableau IV). 20 mg de P1 T ont été soumis 
a la digestion phosphatasique. Le produit obtenu était toujours 
toxique. . 

Nous avons alors opéré sur de plus grandes quantilés. 3 g de 
produit (Pl ou P2) sont mis en suspension dans 100 cm* de 
borate M/10 pH = 7,9 et additionnés de 100 mg de trypsine puis 
placés dans un sac de cellophane. On dialyse sous toluéne et 
4 37°, avec agitation, contre 2 1 de tampon borate identique que 
l’on change tous Jes jours. On constate que le liquide extérieur 
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au sac contient des substances donnant une réaction a la 
ninhydrine positive. Apres cing jours de ce traitement, le sac 
de cellophane est ouvert. On ajoute 5 cm* d'une solution de 


Cuicuk 1. 


CLicHk 2, 


‘ ee re Me ie . 


CuicuE 3. CLIcHE 4. 
Fic. 8. — Diagrammes d’électrophorese de P,, Ps, Py (préparation 4423) 


et P, (préparation 4193). 
OS ionique 0,2, tampon phosphate pH= 7,7. Cliché 1: P,, 5,06 v/cm, 
¢ 000 secondes. Cliché 2: P,, mémes conditions. Cliché 3: P,: mémes=condi- 
tions, 6 000 secondes. Cliché 4: P,, 4,92 v/em, 9 500 secondes. . 


phosphatase alcaline d’intestin de chien (& 49 uniltés par centi- 
mélre cube) et on dialyse sous toluéne et a 37° pendant vingt- 


M 


quatre heures contre 2 | de tampon _ borate 0 de pH ='8,6 
( ar 
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On constate qu'il passe dans le liquide extérieur du phosphate 
minéral que len dose. On trouve ainsi que pour Pl, 14 p. 100- 
pour P2, 10 p. 100 du phosphore total a traversé la membrane 
du sac de dialyse. On déprotéinise ensuite selon Sevag par 
quinze agitations successives par le mélange chloroforme-alcool 
iso-amylique (4/1); on opére a 0° et en employant chaque fois 
un quart du volume de la phase aqueuse. L’opération s’accom- 
pagne d’une perte assez importante sur le volume de cette 
derniére par suite des décantations. Les produits qui restent dans 
la phase aqueuse résiduelle sont débarrassés de chloroforme par 
dialyse a 0° pendant quarante-huit heures avec agitation et 
recueillis par lyophilisation. On obtient, a partir de 3 g de Pl, 
400 mg d’un produit qu’on appelle P3 et, a partir de P2, 300 me 
d’un produit qu’on appelle P4. 

Un accident survenu a ce dernier ayant entrainé une perte de 
200 mg de produit, seules certaines caractéristiques ont pu étre 
déterminées : en particulier |’électrophorése n’a pu étre faite. 
Une nouvelle préparation (4193) a été effectuée, qui permet de 
recueillir 500 mg de P4. Seule une faible quantité de Pi a été 
préparée dans cette deuxiéme expérience. 

P3 est toxique dans les deux préparations et est apparemment 
homogeéne a l’électrophorése. Sa vitesse électrophorétique est de 
FeoelOeee cM svolt-sec a= pH =97,7. P4-~est: toxique; le cliché 
électrophorétique montre un seul clocher, mais le diagramme 
n’est pas symétrique (fig. 8). 

Les deux substances P3 et P4 donnent une précipitation spéci- 
fique a dilution trés faible avec les sérums anti-R2 (bactériens 
ou antitoxiques). Le pouvoir antigénique a été recherché par 
inoculation au lapin. Les propriétés des sérums obtenus seront 
décrites ultérieurement. 

Il est donc possible d’obtenir par digestion trypsique et phos- 
phatasique de la toxine R2 précipitée par l’acide acétique 
a pH = 4,1 une substance toxique, qui est homogéne a I’élec- 
trophorése (P3) et qui réagit avec les sérums anti-R2. 

On obtient un produit analogue (P4) par digestion de la toxine 
brute P2 précipitée a 33 p. 100 d’éthanol a partir du sur- 
nageant de PI. 

La composition chimique de P3 et celle de P4 présentent de 
légéres variations suivant les lots de préparations et ne sont pas 
identiques entre elles. La courbe d’absorption de PL dans lultra- 


violet présente un maximum a 2680 A, celle de P3 un maximum 


a 2750 A (fig. 5). Cette observation est a rapprocher de celle 
de Tal et Goebel qui ont trouvé que le matériel absorbant 
a 2600 A disparait de leur préparation lorsque celle-ci a été 
traitée par la phosphatase alcaline. 
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Tas_eau LV. 
ss | 
DMm DM 50 
CENDRES N P| GLUCIDES | PENTOSES (mg) (mg) 
Prép. 4 123. 
Ditesc «tee es 6,2 10,4 4,03 7,05 Lats) 4 0,25 
[Pet Wine Paras, 6,35 | 2,43 49,6 0,86 0,15 
ef ya eines Dioalld 41,6 0,60 5,56 0,72 0,25 0,12 
5 rae. 7,67 5,78 |1,68} 24,4 2,56 4 0,18 
Pn es ons 10,4 Bess 4 300 19, 3,45 ORD 0,25 
Prép. 4 193. 
| DP str tat tuk lg 4,97 A553 0,4 0,2 
yn) LOS ean ee 10,3 De | 2,43 22 2,0 4 
eee eee 


Tasteau V. — Constituants électrephorétiques. 


MOBILITE | p. 100 
LDR Opescn < BOG ontye yee CMe o Ga < 1,5 23 
3,2 38,5 
6,3 38,5 
PLDT Se" Mrmr Cle amet Cmca TANS alae ¢ 1,3 22,1 
2,6 55,8 
5,6 22,4 
#123 Pac too: (ee, Oe eS ae 9) 
BAL ISOP SMS ACLS SSR. Chek ee eee ee 5,7 


Discussion. 


Les résultats que nous avons rapportés ci-dessus posent divers 
problémes que nous discuterons rapidement. Les extraits bruts 
d’Eberthella typhosa R2 sont hétérogénes et contiennent plusieurs 
constituants. L’étude immunologique que nous avons commencée 
montre la présence dans ces extraits bruts de l’antigéne flagel- 
laire H (d) et d’une substance toxique distincte de l’antigene O 
et de Vantigéne Vi. 

Aprés absorption des sérums antitoxine R2 brute ou précipitée 
par Vacide trichloracétique, par Salmonella manhattan qui 
contient le méme antigéne flagellaire (d) que Eberthella typhosa, 
nous avons noté une trés forte diminution des réactions de pré- 
cipitation de ces sérums avec les extraits R2 bruts. Cette obser- 
vation confirme la présence, dans ces derniers, de l’antigéne 
flagellaire. La substance toxique elle-méme parait cependant 
étre distincte de lantigéne flagellare, d’aprées ses propriétés 
mea Nous reviendrons ultérieurement sur ce point parti- 
culier, 
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Diverses substances antigéniques ont déja été obtenues a partir 
des variantes rough d’Eberthella typhosa, en particulier par 
White [9], Henderson [40] et Boivin [44]. L’antigéne rough de 
Boivin n’était pas toxique pour la souris a la dose de plusieurs 
milligrammes. Celui d’Henderson ne tuait pas toutes les souris 
inoculées 4 la dose de 5 mg. II est probable que ces substances 
sont analogues a celle que nous avons étudiée, mais que les 
méthodes d’extraction employées par les auteurs précédents ont 
eu une action néfaste sur les groupements responsables de la 
toxicité. ‘ 

La digestion trypsique et phosphatasique de la toxine, préci- 
pitée par lacide acétique, fournit une substance (P3) homogéne 
a l’électrophorése 4 pH = 7,7. L’homogénéité électrophorétique 
nest pas un critére absolu de pureté. La comparaison des 
diagrammes d’électrophorése des préparations brutes et de la 
toxine P83 montre cependant que nous avons réalisé une purifi- 
cation appréciable de notre substance toxique. 

Cette derniére contient de l’azote (6,78 a 4,97 p. 100), du phos- 
phore (1,68 p. 100), des glucides (21,4 p. 100), un ou des 
pentoses (2,56 p. 100). Par son mode d’obtention, et par le fait 
que la toxicité persiste aprés digestion trypsique et phosphata- 
sique, elle est A rapprocher de la substance obtenue par Tal et 
Goebel a partir de l’antigene de Shigella paradysenteriae. Par 
sa composition chimique, elle ressemble a l’antigéne préparé par 
Schmid et coll. [42, 43] 4 partir de Brucella abortus. 

Il est vraisemblable que la substance toxique se trouve dans 
la cellule bactérienne, combinée a d’autres substances, sans doute 
de nature protéique. La digestion trypsique et phosphatasique 
assure la dislocation de ces combinaisons et libére la fraction 
toxique des complexes qu’elle formait. La substance purifiée, 
que nous avons obtenue, se trouve donc probablement dans un 
état différent de celui qu’elle présentait dans la cellule. Mais 
comme elle a conservé ses propriétés essentielles : toxicité et 
pouvoir antigénique, son étude présente un intérét réel. L’éluci- 
dation de sa structure permettra peut-étre de préciser la nature 
des groupements responsables de sa toxicité. 


RESUME. 


1° On peut, en traitant les bactéries rough d’Eberthella 
M 
typhosa (souche R2) par les solutions hypertoniques [Nac a 


citrate mu)’ obtenir des extraits toxiques et antigéniques. 
2° La purification de ces extraits par précipitation & pH = 4,1 
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ou par fractionnement par lalcool éthylique 4 basse tempéra- 
ture nous a donné des préparations concentrées, dont |’ électro- 
phorése a montré le caractére hétérogeéne. 

3° La digestion trypsique et phosphatasique, suivie de dépro- 
téinisation selon Sevag, nous a permis de préparer une substance 
homogene a l’électrophorése (dans les conditions. ot nous |’avons 
effectuée), toxique et antigénique, réagissant avec les sérums 
anui-R2. Cette substance contient de Vazote (5,78 p. 100), du 
phosphore (1,68 p. 100), un pentose (2,56 p. 100) et un polyoside 
libérant des sucres réducteurs aprés hydrolyse (21,4 p. 100). Elle 
est a rapprocher de corps analogues obtenus a partir de Shigella 
paradysenteriae, par Tal et Goebel; de Brucella abortus, par 
Schmid et coll. Ces substances constituent une classe de corps 
de structure assez particuliére, dont la nature chimique et les 
propriétés physico-chimiques devront étre précisées. 
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LE CONFLIT CELLULES-MICROORGANISMES. 
LA PHAGOCYTOSE PROVOQUEE 


par L. DUCHON (*). 


(Laboratoire de Secteur de l’'Hépital Trousseau.) 


Au long des différents exposés sur les effets de la vaccino- 
thérapie, nous avions souligné l’apparente activité des éléments 
figurés des humeurs [4]. Ce fil conducteur nous amena a envi- 
sager le role du mouvement de translation de ces éléments du 
sang dans l’organisation de la défense de l’organisme et, de 
proche en proche, nous avons édifié l’expérimentation simple 
mais cruciale que voici : 


1° EXxpréRIMENTATION. 

PREPARATION. — 1° On recueille 2 4 3 cm* de sang dans un 
tube contenant II gouttes de solution de citrate de soude a 
10 p. 100 (il est bon d’observer plusieurs sangs). Aprés décan- 
tation ou centrifugation on recueille immédiatement au-dessus du 
culot rouge 1 cm* de sérum riche en leucocytes et plaquettes, 
pauvre en globules rouges, que l’on distribue dans deux tubes 
a hémolyse. Dans un autre tube muni d’un compte-gouttes on 
prépare une dilution au 1/5 avee du bouillon d’une culture de 
Staphylococcus aureus de vingt heures. Tous ces tubes sont 
portés a la température de la glace fondante. Le refroidissement 
obtenu, on porte I goutte de la dilution dans un seul des tubes. 

2° Une solution de quelques fragments de cyto-paraffine (a la 
cire) dans du xyléne ou toluéne nous permettra de préparer lames 
et lamelles recouvertes sur une face d’une mince pellicule de 
paraffine en les desséchant a l’étuve inclinée sur un égouttoir. 
Puis, peu avant l’emploi, on coule ume seconde couche, mais 
dhuile de paraffine que l’on égoutte en veillant a ce que cette 
pellicule soit restée adhérente. 

3° On étire a la flamme un fil de verre des plus fins que Von 
seclionne en petits fragments. 

4° Sur un bloe de glace, on dispose une plaque métallique qui 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 octobre 1951. 
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servira de table de manipulation : on y place lames et Jamelles 
pour en obtenir le rapide refroidissement (éviter la condensa- 
tion). Puis, sur la lame, on place un fragment du fil de verre. 


Maniputation. — On fait alors 3 préparations : 

Deux lames A et B seront identiques, elles recevront I goutte 
du tube sérum + germes. 

La troisiéme lame C recevra seulement I goutte du _ tube 
sérum. 

On recouvre d’une lamelle de telle fagon que lun de ses bords 
vienne reposer sur l’extrémité proximale du fil de verre. 

Puis on lute les trois autres bords. 

Ainsi, 4 basse température, nous avons emprisonné dans une 
chambre A huile : leucocyles, plaquettes et quelques globules 
rouges au contact ou non de microorganisme. Rien dans ces 
conditions ne troublera le mécanisme de leurs fonctions d’autant 
mieux que l’huile, par sa viscosité, génera les mouvements de 
translation spontanés provoqués par Jes dilatations. 

On porte alors ensemble ces lames a l’étuve 4 39°. Mais 
tandis que les lamelles A et C seront soumises 4 des pressions 
légéres dans le but de provoquer des courants dans la masse 
liquidienne (soit de temps A autre a la main ou, mieux, par 
quelque mécanisme que ce soit qui, dans |’étuve, abaissera régu- 
ligrement au contact délicat la pointe d’une nervure de plume 
doiseau). La lamelle B, au contraire, restera rigoureusement 
immobile. Ainsi pour la lame A deux témoins différents, les 
lames B et C. 

OBSERVATION DIRECTE. 


Apres quelques inslants l’on observera, et ensuite de quart 
d’heure en quart d’heure, d’heure en heure, aux différents gros- 
sissements. 

Lames. A. — Presque immédiatement, on constate la forma- 
tion d’amas plus ou moins volumineux, ils vont s’accroissant. 
Ce sont des agglomérats constitués par des plaquettes agelu- 
tinées, semble-t-il, autour des microorganismes, et par des 
cellules. [ls sont mobiles mais indissociables, quelles que soient 
Jes pressions que l’on exerce sur la lamelle. Ces cellules, ainsi 
fixées, prennent peu a peu un aspect grossiérement granuleux et 
deviennent imprécises, paraissant méme former masse commune. 

Plus ou moins rapidement suivant les sangs, la quantité de 
citrate, en général deux ou trois heures, l’on voit apparattie des 
filaments de fibrine, plus ou moins abondants, qui se tendent en 
écheveaux, plus ou moins épais, formant dans l’ensemble unc 
sorte de réseau quadrillé dans les mailles duquel sont tendus 
d'autres filaments aboutissant a quelques rares agglutinats de 
plaquettes ou amas de germes encore isolés. Si lon exerce des 
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pressions, on constate que toute cette organisation est soli- 
dement amarrée par le réseau fibrineux et entre les mailles 
circulent encore seulement quelques cellules peu volumincuses 
mononucléées. Le reste est fixé comme mollusques a un {filin. 
Tout cela sur un méme plan. 

Le réseau va s’épaississant et, 4 mesure qu'il s’accroit, les 
agelutinations de plaquettes vont s’amenuisant par la lyse de 
ces éléments. 

Enfin, on remarque que les quelques globules rouges, réunis 
en amas, prennent un aspect poussiéreux. 

Lames C. — Quel que soit le temps, méme jusqu’au lende- 
main, Vaspect de départ ne change pas, sauf quelques agelu- 
tinats de plaquettes qui circulent librement. Toutes les cellules 
sont bien réguliérement disséminées, libres, cellules et globules 
rouges sont intacts. 

Lames B. — L’aspect est tout différent ; pratiquement, il n’y 
a pas d’agglomérats, ou plutét ils sont et restent rares en rela- 
tion avec les mouvements de translation dus aux dilatations 
impossibles 4 éviter totalement et surtout fixés aux bulles d’air 
que lon s’efforcera d’éviter. Ce qui frappe surtout c’est que 
cellules, plaquettes, germes, restent tres réguliérement dissé- 
minés et méme une certaine décantation se produit et il faut 
varier le point pour apercevoir les cellules inaltérées tombées 
sur la surface de la lame. 

La fibrine apparaissant identiquement a la lame A donne toute- 
fois a celle-ci un aspect tout différent. De chaque cellule, des 
plaquettes ou petits groupes de plaquettes, surtout de chaque 
amas de microorganismes (qui paraissent s’étre développés sur 
place) partent des filaments rayonnant réguliérement tout autour. 
Ces filaments s’articulent d’un foyer a l’autre. 

La lame prend un aspect étoilé. A la pression cette architec- 
ture reste fixe, mais nombreuses sont les plaquettes qui circulent 
entre les mailles. Elles ont tendance, d’ailleurs, a se lyser 
comme précédemment. De méme les globules rouges prennent 
Vaspect poussiéreux. 


OBSERVATION PAR COLORATION. 


Quand le réseau est formé, l’architecture est fixée. Par le coté 
non luté de la lamelle on s’ingéniera 4 insinuer par capillarité 
une gouttelette de bleu de méthylene. On porte 4 la glaciére ver- 
ticalement. Petit A petit, le colorant atteindra le fond de la 
chambre. La préparation apparait alors en positif et l’on trou- 
vera toujours quelques plages ot observation est aisée. 

Lames A. — L’examen confirme que les cellules multi- ou 
mononucléées des agglomérats sont gonflées, volumineuses. Ce 
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sont des polynucléaires et monocytes bourrés de cocci. Peu 
a’ peu, devenus véritables sacs de germes, toute architecture 
cellulaire disparait, laissant autour de la masse de microorga- 
nismes plus ou moins réunis un simple liséré cellulaire réfringent. 

Pour le reste, ce n’est que vue plus précise de ce que nous 
venons de décrire. 


Lames C. — L’ensemble apparait de texture absolument 
normale. 
Lames B. — fn faisant varier le point, on est frappé de la 


régularité de Meciioiuation et de la beauté des cellules. Elles 
sont isolées, intactes, parfaitement colorées. Quelques-unes ont 
phagocyte, ‘mais phagocytose discréte de quelques cocci ne 
inasquant pas les détails structuraux de la cellule. En somme, 
phagocytose pauci-microbienne des quelques cocci qui se troa- 
vaient a portée immédiate. 


2° EXPERIMENTATION. 


Si Pon s’ingénie & observer dans une chambre chauffante, sous 
VYobjectf, une lame A dont on agite la lamelle trés rapidement, 
Yon observe la formation rapide des agglomérats, la difficulté 
de leur dissociation, la puissance attractive des cellules, puis- 
sance sélective d’ailleurs, car, tandis que cerlaines sont happées 
ai passage a la maniére d’un phénoméne d’aimantation, d’autres 
circulent, méme en contact direct, parfaitement indifférentes 
a tout : ces derniéres sont celles du groupe lymphocytaire. L’on 
observe la captation extrémement rapide des microorganismes 
la puissance d’amarrage des plaquettes pour tout ce qui “est corps 
étranger, la formation de fibrine et la fixation du tout. 

Fait remarquable, au-dessous de 15° les cellules  restent 
inactives : ni agglomérats, ni phagocytose (la phagocytose appa- 
rait vers 15° pour les physiologistes). Au-dessus activité s‘accroit 
4’ mesure que l’on approche de 37°, elle semble devenir fébrici- 
tante vers 39°-40° pour aller s’atlénuant au dela. 


3° EXPERIMENTATION. 


Si l’on utilise des sangs défibrinés (et non citralés) l’on prévoit 
aisément ce que l’on observe : formation d’agglomérats, appa- 
rition de belles phagocytoses pour la Jame A_ seulement, 
y Vexelusion évidemment de tout dispositif plaquettes-fibrine. 


a 
EXPERIMENTATION. 


Il nous est apparu que la phagocytose aclivée par les mouve- 
ments de translation provoqués devait pouvoir se préciser par 


um moyen de mensuration. 
Pour ce faire, nous procédons comme ci-dessus, a la glace 
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fondante, mais avec sangs défibrinés. Nous préparons identi- 
quement pour chaque sang deux tubes sérum cellules + germes. 
Ces deux tubes seront alors portés 4 l’étuve, chacun dans un 
hain-marie. Mais l’un des bains-marie sera agité sur un appareil 
quelconque (simple mouvement de balancoire) pour provoquer 
des déplacements de la masse sérique, l’autre restera rigoureu- 
sement fixe. 

(Il est bien entendu que, dans ces conditions, nous ne préten- 
dons pas immobiliser complétement. Dans le tube fixe, des cou- 
rants thermiques s’établiront. Mais, de toute fagon, l’agitation 
de l’une des masses sériques sera évidemment plus active que 
l'autre et permettra une relation de proportionnalité.) 

Aprés une heure ou deux heures d’étuve, nous reportons sans 
i-coups ces tubes a la glace fondante et sur les lames rafraichies 
nous faisons a l’ése des frottis-étalements de l'une et autre 
masse sérique. Nous colorons, puis faisons a numération : 

1° Du pourcentage des cellules ayant phagocyté,; 

2° Des inclusions de germes dans un nombre identique de 
phagocytes de part et d’autre. 

Trés aisément, nous constatons que, malgré les variations 
assez considérables d’un sang a l’autre, dans les tubes agités 
toujours le nombre des phagocytoses est plus grand. Et égale- 
ment toujours le nombre des inclusions marque des différences 
tres sensibles en faveur de ces mémes tubes. 

De plus, l’on observe alors trés nettement que, parmi les 
cellules blanches, celles qui phagocytent sont des polynucléaires, 
y compris des éosinophiles et des monocytes, que, A cété de 
cellules bourrées de germes, d’autres, identiques, sont vierges 
comme s'il y avait une sélection dans le travail cellulaire, que 
jamais une cellule de la lignée lymphoide ne participe au conflit. 

Ainsi donc, a la suite de cette expérimentation, le mouvement 
de translation provoqué des éléments figurés du sang nous 
est apparu comme le facteur primordial et indispensable a 
toute étude du conflit cellules-microorganismes. Mouvement qui 
supplée, en somme, celui de la circulation qui mobilise et porte 
au contact des microorganismes envahisseurs les cellules douées 
dune autonomie de mouvements fort limités. Facteur dont nous 
établirons ultérieurement le bien-fondé dans |’étude de ce conflit. 

En résumé, cette expérimentation portant sur |’étude du conflit 
celiules-microorganismes in vitro parait mettre en évidence la 
nécessité primordiale de la mobilisation des éléments figurés du 
sang chargés de la défense antimicrobienne, mobilisation qui les 
perte au contact des microorganismes et multiplie ces contacts. 
In somme, faire ce que réalise le mouvement par « vis a tergo » 
des humeurs de l’organisme qui supplée a la faiblesse de l’auto- 
romie des mouvements des cellules de la défense. 
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METHODE D’ETUDE ET DE MESURE 
DU CONFLIT CELLULES-MICRO-ORGANISMES. 
SENSIBILITE ET SPECIFICITE 


par L. DUCHON (*). 


(Laboratoire de Secteur. Hépital Trousseau.) 


Dans une précédente communication [4], nous avons mis en 
évidence le réle du mouvement dans Ja provocation de la phago- 
cylose. 

Ce fait observé, dans le but d’élucider si possible quelque 
chose dans le mécanisme de la défense antimicrobienne, il nous 
a semblé qu’il convenait de pousser plus avant son utilisation. 

Provoquer in vitro le conflit, le suivre pas & pas par examens 
directs et au moyen des plaques de boites de Petri miniatures [2} 
nous permettant de dénombrer les incidences par cultures, fut 
Vidée qui nous parut convenir. 

Un écueil qui nous amena a ]’expérimentation suivante se 
présenta dés Vabord. Quel sang fallait-il utiliser: citraté ou 
défibriné ? 

Experimentation. — Par sang, préparons identiquement deux 
tubes & hémolyse munis d’un fragment d’agitateur de mémes 
dimensions, contenant un 1 cm* de sang citraté, l'autre i cm? 
de sang défibriné et I goutte d’une culture diluée de Staphylo- 
coccus aureus. Portons a |’étuve, provoquons une agitation régu- 
hiére et observons : 

Sangs citratés. — Germes et cellules paraissent se raréfier 
plus ou moins rapidement du milieu liquide; le battage, la 
teneur en citrate, ]a puissance coagulatrice du sang font que plus 
ou moins tot un édifice fibrineux se constitue et par « un coup 
d’épervier » amarre dans ses mailles, en un coagulum sur l’agi- 
tateur : microorganismes, plaquettes, cellules. Or, si l’on peul 
sur frottis, en étalant le coagulum, rechercher les phagocytoses, 
par contre, il est impossible de suivre par cultures. 

Sangs défibrinés. — La, quel que soit le sang, parmi les 
cellules circulantes, les phagocytoses se décélent plus ou moins 
riches et nombreuses. Si nous suivons par cultures, ces cultures 


(*) Sociélé francaise de Microbiologie, séance du 8 novembre 1951. 


MESURE DU CONFLIT CELLULES-MICRO-ORGANISMES 229 


riches au début vont s’appauvrissant. Il nous a semblé que c’ était 
entre la deuxiéme et la troisiéme heure de l’agitation que le 
nombre des colonies paraissait se stabiliser. Fait qui s’explique 
par examen direct qui montre qu’a ce stade l’on n’ensemence 
pratiquement plus que des sacs, ou amas de sacs de germes, que 
sont les phagocytoses et qui, sur gélose, donnent nécessairement 
une seule colonie. Nous sommes a l’acmé de la phagocytose. Et 
d’un sang a l’autre la richesse des cultures nous parut alors sou- 
vent, grossiérement, fonction de la somme _ polynucléaires- 
monocytes. " 

Mais poursuivons et observons les suites du conflit. Peu 
a peu, les phagocytes gonflés, bourrés de cocci, éclatent, se 
désintégrent, se liquéfient, laissant trace par quelques débris 
nucléaires, tandis que les microorganismes libérés végétent. 
Mais, suivant les sangs, ils sont plus ou moins nombreux et 
aussi plus ou moins altérés: les uns d’apparence normale, 
d'autres a texture morphologique modifiée. 

C’est de la septiéme a la neuvieme heure de la digestion 
cellulaire que la phagocytolyse parait au bout de son activité. I 
ne subsiste plus alors que quelques rares cellules en mauvais 
état (surtout quelques monocytes). Cellules d’autant plus rares 
et altérées que les microorganismes sont plus nombreux. Les 
ensemencements, & ce moment, viennent d’ailleurs confirmer 
cette fin d’activilé, ceci surtout en raison du passage par un 
minimum des courbes de richesses microbiennes pour les sangs 
actifs. C’est done bien la le moment propice a l’observation des 
résultats du conflit cellules-microorganismes en dénombrant les 
pertes ou les gains de |’assaillant. 

Ultérieurement, le milieu sang (exception faite pour les sangs 
parliculiérement actifs) ne parait plus se comporter que comme 
un milieu de culture et la richesse microbienne s’amplifiant a tot 
fait de masquer toute mesure. 

Cette expérimentation semble nous permettre : 

1° D’éliminer le sang citraté bien entendu, mais en constatant, 
en vue de ce qui suivra, que délibérément nous éliminons un 
moyen de l’organisme qui, méme s’il n’a qu’un rdole mécanique 
dans la fonction de défense, est loin d’étre négligeable, ce qui 
nous place donc inéluctablement sur un plan de handicap dans 
V’élude de ce conflit. 

2° De penser que la phagocytose, fonction de certaines cellules 
blanches, est un phénoméne commun 4 tous les sangs, mais de 
bien moindre importance quant au processus final de la défense 
que celui de la phagocytolyse (sans préjuger de son mécanisme 
intime) dont l’activité bactéricide apparait nettement individuelle. 
Par la suite, nous apporterons amplement confirmation de ces 


notions. 
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3° D’entrer de plain-pied dans l'étude in vitro de la fonction 
de défense anti-microbienne : en somme, mettre en contact sang 
défibriné et microorganismes, provoquer le mouvement d’une 
durée fixe, enregistrer les résultats au bout d’un temps déter- 
miné, le méme pour tous, contemporain de la fin d’activité de 
la phagocytolyse. 
METHODE. 


Schématiquement, on procéde ainsi : 

1° a) 1 cm* de sang défibriné dans un tube a hémolyse, I goutte 
de suspension microbienne dosée sous certaines conditions [2]. 

Mais, étant donné la difficulté de mesure numérique des micro- 
organismes, la précision impose la nécessité de pratiquer tou- 
jours, en vue de chaque lecture, 3 tubes identiquement préparés 
dont on retiendra la moyenne des résultats. La précision ainsi 
obtenue sera renforcée par la vérification d’un tube par lautre. 

b) On fait en méme temps un témoin : culture de I goutte de 
la suspension microbienne diluée toujours au méme “taux, ce qui 
permet une observation serrée en montrant la quantité de micro- 
organismes mise au contact des phagocytes et la confrontation 
d'une séance a l'autre. 

2° On porte les tubes 4 lVétuve a 39°, on provoque unifor- 
mément l’agitation en dépassant nettement le temps nécessaire 
a la fonction de phagocytose, soit quatre heures. 

3° On laisse a |’éltuve encore quatre heures pour laisser le 
travail de la phagocytolyse s’achever. 

4° A la fin done de la huitiéme heure, on retire de l’étuve et 
lon refroidit immédiatement au réfrigérateur afin d’arréter toute 
végélation. 

5° On ensemence ; pour ce faire : 

a) On laque les sangs en ajoutant 1,5 cm? d’eau distillée stérile 


et pour rendre plus fluide ; 

b) On ajoute par tube un fragment d’agitateur ; 

c) On agite fortement pour homogénéiser ; 

d) On pratique les ensemencements: en général la richesse 
microbienne est grande (c’est méme une condition de précision) : 
il est done le plus souvent nécessaire de pratiquer l’ensemen- 
cement de I goutte de sang de chaque tube diluée a 1/30 dans 
Yeau distillée, en la portant dans l’une des cellules-boites de 
Petri miniatures. Rapidement on recouvre de 0,5 cm? de gélose 
a 10 p. 1 000 (et non 10 p. 100, erreur typographique) [2] liquéfiée 
et refroidie & 45°. On agite la plaque et l’on porte a l’étuve. 

6° Apres vingt-quatre heures, lecture des résultats par calcul 
des moyennes des 3 cellules correspondant aux 3 tubes. 

La méthode n’est rien de plus, done simple, simpliste méme, 
mais en vérité dans sa réalisation elle s’est révélée encombrée 
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de difficultés techniques. Telles que, les réponses sont fantaisistes 
par leur imprécision. Sa précision dépend de conditions biolo- 
giques, physico-chimiques, mécaniques, thermiques. 

Nous étudierons ultérieurement une a une ces conditions et en 
établirons le bien-fondé. 

Ces conditions respectées, la méthode reste simple, mais minu- 
tieuse. Les numérations des ensemencements des 3 tubes ne se 
superposent pas en chiffres semblables évidemment, mais les 
approximations obtenues donnent des indications précises. Et 
Vobservateur, réduit & un réle comptable, dans l’inconnu méme 
par l’anonymat des plaques, pourra aborder |’étude de certains 
problémes dans une objectivité parfaite que nous allons immé- 
diatement évoquer en un court apercu. 


SENSIBILITE DE LA METHODE PAR L’ETUDE COMPAREE DE DIFFE- 
RENTS SANGS. — Prélevons plusieurs sangs et, pour chaque sang, 
comme prescrit, préparons 38 tubes. 

Tous les tubes de tous les sangs regoivent I goutte de la méme 
suspension microbienne pathogene. 

Etuve et agitation cdte a céte. 

Ensemencement aprés refroidissement. 

Résultat : pratiquement, une réponse pour chaque sang el diffé- 
rente de celle du voisin. Done un facteur individuel apparait trés 
précis. Mais, de plus, facteur d’une particuliére sensibilité ; en 
effet, il est constant que dans une méme séance on recueille des 
différences notables entre les sangs. Tandis que l’un des sangs 
donnera un chiffre bas de quelques colonies dans chacun des 
3 tubes (voire la stérilité, ce que nous avons observé), le voisin 
donnera un chiffre trés élevé de plusieurs mille ou dizaines de 
mille. Done, l’activité du conflit cellules-microorganismes est 
extrémement variable d’un sang a l’autre. Elle s’inscrit sur une 
échelle de comparaison, on ne peut mieux établie, puisque prati- 
quement elle s’échelonne de 0 a l’incomptabilité. Cette amplitude, 
d’ailleurs fonction de la virulence du pathogéene, autorise done 
aisément la possibilité d’une certaine marge d’erreur dans les 
approximations numériques. (Faut-il ajouter que  vérification 
peut étre faite par frottis des sangs : les uns inhabités, les autres 
fourmillant de germes ?) 


SpECIFICITE DES RESULTATS DE LA METHODE. — I] ne faut point 
imaginer que les résultats numériques des ensemencements d'un 
méme sang vont révéler une uniformité de lecture pour les diffé- 
rents microorganismes pathogénes. 

En effet, prélevons différents sangs et préparons 6 tubes par 
sang. 

Trois recevront une suspension de Staphylococcus aureus ; 
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Trois recevront une suspension de Streplococcus hemolyticus ; 
étuve, agitation, ensemencement. 

L’on est immédiatement frappé par des différences : un sang 
peut donner des cultures trés riches en Staphylococcus aureus, 
par contre, il peut donner des cultures trés pauvres en Sfrepto- 
coccus hemolyticus. 

Ou inversement, ou révéler des différences quelconques. 

D’un sang a l’autre l’on observe les plus grandes variations : 
actlivilé faible, ou moyenne, ou forte, ou alterne contre les deux 
pathogénes (ce qui, bien entendu, vaut pour d’autres pathogénes). 

En somme, cette expression spécifique rigoureuse de la méthode 
n’infirme done en rien les conceptions pasteuriennes en ce 
domaine de la défense anti-microbienne. 

Les résultats de la méthode sont, bien entendu, valables pour 
Vheure de la prise de sang, car ils sont fonction de conditions 
a la fois biologiques et bactériologiques de individu, comme 
nous le verrons ultérieurement. : 

En résumé, la mise a l’étude du conflit cellules-microorganismes 
in vilro en utilisant la provocation de la phagocytose par le mou- 
vement, révélée antérieurement, conduisit a édifier une méthode 
de principe simple, mais minutieuse dans sa technique. 

Cette méthode permet de suivre les phases du conflit et de 
préciser Ja puissance bactéricide de la phagocytolyse d’un sang. 
Sa sensibilité est traduite par des différences fort importantes 
dans les expressions chiffrées d’un sang 4 Vautre de l’activité de 
cette phagocytolyse. Et cette activité, observée par les variations 
trés sensibles dans les résultats numériques des conflits de diffé- 
rents microorganismes pathogénes avec un méme sane, révele 
une spécificité incontestable. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 6 décembre 1951. 


Présidence de M. GASTINEL 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine: J’ai l’honneur d’offrir 4 la Société de Microbiologie, 
au nom de J. Dumas et ses collaborateurs, le Précis de Bactériologie 
Médicale qui vient de paraitre (1). 

Le poids méme de cet ouvrage de 1 238 pages montre que, tout en 
restant fidéle aux principes mémes de la collection, il a entendu ¢étre 
complet ; en fait, c’est bien tout le champ de la bactériologie médicale 
qui est passé en revue par J. Dumas, avec P. Bordet, R. Laporte, 
P. Lépine, J. Pochon et A.-R. Prévot. 

Concu d’un point de vue essentiellement pratique, ce livre est 
destiné aux bactériologistes, aux laboratoires de recherches ou d’ana- 
lyses cliniques, aux professeurs, bref, & tous ceux qui cherchent dans 
un livre de bactériologie autre chose que des notions élémentaires ou 
des digressions théoriques. 

La premiére partie traite de la bactériologie générale et passe en 

revue la morphologic, la constitution chimique des  bactéries, les 
enzymes bactériens, la nutrition et la respiration bactériennes, la crois- 
sance des cultures, les variations bactériennes, les actions bactéricide 
et bactériostatique, enfin le pouvoir pathogéne, toxigénése et virulence. 
Cette partie a été rédigée par J. Pochon. 
_ La deuxiéme partie présente dans le détail la technique bactériolo- 
gique ; elle est l’euvre de J. Dumas qui expose successivement le 
matériel de laboratoire, les méthodes de stérilisation et de filtration, 
les milieux de culture autoclavés ou non, la technique des examens 
microscopiques, les méthodes d’ensemencement, d’isolement ou d’iden- 
tification des microbes aérobies, la conservation des souches micro- 
biennes et d’expérimentation sur les animaux de laboratoire. 

La troisiéme partie, qui comprend 400 pages, est consacrée aux 
microbes aérobies. J. Dumas, J. Pochon et R. Laporte (pour les myco- 


(1) Editions Médicales Flammarion, 22, rue de Vaugirard, Paris-6%, in ° 
Collection Médico-Chirurgicale & révision annuelle. 
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bactéries) se sont partagé la description de chacun des germes, patho- 
génes ou non, successivement étudiés. A propos de chacun d’eux, les 
synonymes, l’historique, le réle pathogéne naturel, les lésions ana- 
tomiques, Vhabitat, sont succinctement décrits ; la morphologie, les 
caractéres culturaux, les milieux d’identification, le pouvoir pathogéne 
expérimental, les propriétés essentielles diverses, sont exposes avec 
tous les détails nécessaires. Une courte bibliographie renvoie aux tra- 
vaux essentiels. Les illustrations photomicrographiques, toutes origi- 
nales, fixent l’aspect du germe au microscope. 

La quatriéme partie, consacrée aux bactéries anaérobies pathogénes, 
est lceuvre de A.-R. Prévot qui l’a traitée avec la précision nécessaire 
et Vabondance de détails qu’impose le sujet en prés de 200 pages. 

La cinquiéme partie expose les spirochétales, genre Borrelia 
(P. Lépine), Treponema (P. Lépine) et Leptospira (J. Dumas). 

La sixiéme traite des rickettsies (P. Lépine) pathogénes de l’homme. 

La septiéme partie comprend les ultravirus (P. Lépine). Il a paru 
nécessaire d’y introduire quelques notions générales et l’exposé des 
méthodes techniques des virus avant de traiter successivement les prin- 
cipaux virus pathogénes de l’-homme. 

P. Bordet expose magistralement l’immunité et ses applications dans 
la huitiéme partie. 

Enfin une neuviéme partie, d’ulilité essentiellement pratique, trai- 
tant des examens des produits pathologiques est due a J. Dumas dont 
V’expérience fait autorité dans la matiére. 

Le lecteur ne s’étonnera pas de retrouver dans cet ouvrage, que l’on 
peut qualifier de monumental malgré son format réduit, un reflet de 
Venseignement traditionnel du Cours de I’Institut Pasteur. C’est la, du 
reste, un des éléments de J’attrait qu’il présentera pour le lecteur et 
qui contribuera avec sa présentation moderne, sa documentation 
actuelle et l’esprit pratique qui ont présidé a sa rédaction, A lui valoir 
la faveur des lecteurs. 

Quelle que soit l’ambition que les auteurs peuvent avoir de faire 
d’un ouvrage semblable un livre aussi complet que possible, il est 
destiné, du fait des progrés de la connaissance, d vieillir au bout d’un 
certain temps. L’éditeur est allé au-devant des critiques que lon 
pourrait adresser au principe méme du précis, en prévoyant une révi- 
sion périodique qui permettra, en intercalant des feuilles additionnelles, 
de maintenir l’ouvrage au courant des progres. 
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COMMUNICATIONS 


UTILISATION DE L’ACTION BACTERIOSTATIQUE 
DU VIOLET DE GENTIANE POUR LA DIFFERENCIATION 
DES BACTERIES ANAEROBIES A GRAM-NEGATIF 


par H. BEERENS. 


(Institut Pasteur de Lille). 


La détermination des bactéries anaérobies A Gram-négatif repose 
sur des caractéres assez précaires. Dans la classification de Bergey [4], 
toutes les bactéries anaérobies & Gram-négatif sont groupées dans une 
seule tribu, les Bactériodeae, famille des Parvobacteriaceae. 23 espéeces 
de Bactéroides et 4 espéces de Fusobacterium y sont décrites. L’auteur 
‘prévient le lecteur qu’il s’agit seulement d’un essai de classification, 
les caractéres donnés pouvant se révéler imparfaits. Dans la classifi- 
cation de Prévot [2], ces bactéries sont classées dans deux ordres 
différents, celui des Bactériales (classe des LEubactériales asporulées) 
ou se trouve la famille des Ristellaceae, et, d’autre part, l’ordre des 
Actinomycétales dans lequel figure la famille des Spherophoraceae. La 
différence essentielle entre les représentants de ces familles est basée 
sur la morphologie. Les Ristella sont des « bactéries immobiles, non 
ciliées, droites, courtes, moyennes ou longues ». Les Spherophorus sont 
des « batonnets droits ou infléchis, trés polymorphes ; ovoides a4 colora- 
tion bipolaire ; & formes filamenteuses, renflées, ramifiées, présentant 
des sphéroides de taille variable ». En pratique, ces différences sont diffi- 
ciles 4 apprécier : les Ristella 4 « formes moyennes ou longues » sont 
morphologiquement trés voisines des Spherophoraceae. Les formes 
ovoides A coloration bipolaire des Spherophoraceae sont comparables aux 
Ristellaceae. La présence de sphéroides, caractére de famille, est trés 
inconstante puisqu’il est impossible de faire produire des sphéroides 
a volonté par les espéces représentées. I] semble aussi trés difficile de 
différencier les sphéroides, forme particuliére de reproduction, des 
formes globuleuses données par toutes les bactéries (y compris les 
Ristella) en présence d’antibiotiques, comme c’est le cas pour les 
_ Proteus par exemple. 

L’action bactériostatique des colorants a été utilisée par de nombreux 
auteurs comme agent sélectif dans l’isolement, 4 partir de produits 
pathologiques, de bactéries anaérobies 4 Gram-négatif (Slanetz et 
Rettger [3], Spaulding et Rettger [4], O. Lahelle [5], J. Pratt [6], 
Maynard K. Hine et G. Packer Berry [7], mais en aucun cas les essais 
n'ont été précédés d’une recherche systématique de l’action bacté- 
riostatique des colorants vis-a-vis de souches isolées en l’absence de 
ceux-ci. En outre, cette propriété des colorants est utilisée en atro- 
biose pour différencier les diverses espéces de Brucella. Nous avons 
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donc pensé qu’elle pouvait étre utile pour la distinction des bactéries 
anaérobies A Gram-négatif. Dans ce but, trois colorants ont été essayés 
a diverses concentrations : le violet de gentiane, la fuchsine basique et 
la thionine. 


Tecuyigur. — Le milieu utilisé est celui décrit par nous pour la 
culture des anaérobies 4 Gram-négatif [8]. Sa composition est la sui- 
vante ; eau distillée, 900 cm* ; phosphate monopotassique pur, 8 ¢ ; 
chlorure de potassium cristallisé, 0,50 g ; sulfate de magnésium cris- 
tallisé, 0,80 g ; nitrate de potassium pur, 0,25 g ; citrate de fer ammo- 
niacal, 0,010 g¢ ; pyruvate de sodium (Hoffmann-La Roche), 3 g ; pan- 
tothénate de calcium, 0,002 g; glucose, 3 g; protéose peptone n° 3 
(DIFCO), 10 ¢ ; extrait de cervelle, 100 cm’ ; agar (DIFCO), 10 g. On 
ajuste 4 pH 6,9-7,00. Les colorants sont ajoutés sous forme de solutions 
aqueuses 4 0,50 g par litre, et les milieux, répartis en tubes de 18x 0.9, 
sont utilisés le jour de leur préparation. Une désaération de vingt 
minutes au bain-marie bouillant précede l’ensemencement effectué a 
50° C a laide d’une pipette Pasteur fermée, a partir d’une culture 
de quarante-huit heures en milieu liquide ou additionné de thiogly- 
colate (1 0/00) et de gélose (0,5 0/00). Deux tubes de milieu coloré et 
deux tubes de milieu sans colorant sont ensemencés pour chaque 
souche. L’incubation est réalisée & 37° C et la lecture des résultats pra- 
tiquée au cinquiéme jour. 

Nous ne rapportons ici que les résultats obtenus avec le violet de 
gentiane (R. A. L.) ; c’est le seul colorant qui nous ait donné une 
possibilité de différencier nos souches en accord avec les caractéres 
biochimiques retenus dans un précédent mémoire [9]. 

L’action bactériostatique différentielle optima du violet de gentiane 
s’est exercée 4 la concentration de 1 p. 100000. Les concentrations de 
1/80 000 et 1/120 000 ont été moins satisfaisantes. 


Soucnurs. — Toutes nos souches, bactéries anaérobies strictes A Gram- 
négatif, appartiennent aux genres Fusobaclerium et Bacteroides 
(Bergey), Ristella, Spherophorus, Fusiformis (Prévot), et correspondent 
aux groupes I, If, HI établis par nous [9]. 

45 souches ont été mises en ceuvre. Elles se répartissent comme suit : 


Groupemlinmcni) tues oper tee [Ristella} (R). 46 souches. 
Groupe. Lec: memantine eed [Npherophorus] (S). 42 souches. 
Groupe Ile ae 2 9 > (siformesi (hy. 47 souches. 
ie ee CONCENTRATION EN VIOLET DE GENTIANE 
sans 
colorant 
1/80 000 1/100 000 1/120 000 
Ristellamerac sae + 16 at Oe Gis es Oe Gam | te oe een 
Spherophorus . . +42 +44) — 4) 4a) — 4 +414} —14 
Fusiformis. . .. +47 =f PASS || eS EAS eS eed Ged 
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Les chiffres précédés du signe + indiquent le nombre de souches 
qui cultivent sur le milieu envisagé ; les chiffres précédés du signe — 
le nombre de souches qui ne culfivent pas. 

Tous nos témoins ont montré une culture abondante en vingt-quatre 
ou quarante-huit heures sur milieu ete sans colorant. Le violet 4 
1 p. 80000 inhibe 4 Fusiformis Fe tyne cont i eel aD. 120,000; 
il permet la culture de quelques Ristella (R,, R,, R,). La concentration 
de 1 p. 100000 semble optima pour différencier le genre Ristella des 
genres Spherophorus et Fusiformis ; la seule souche de Spherophorus 
qui ne cultive pas (S,) [méme A la concentration ds 1 p. 120000], 
posstde une faible vitalité sur milieux ordinaires. Deux souches de 
Fusiformis (F,, et F,,) ont fait exception ; l’une d’elles (F,,) a néan- 
moins cultivé 4 1 p. 120000. 

Quelle que soit la concentration envisagée, ]’aspect des cultures se 
présente de trois manicres : ou bien le milieu se décolore, ou bien les 
colonies présentent une coloration plus intense a leur niveau par rap- 
port a la teinte du milieu, ou bien la couleur n’est pas modifiée. 


DiscussION ET CONCLUSIONS. — Le test au violet de gentiane permet 
de distinguer deux groupes de bactéries anaérobies 4 Gram-négatif, le 
premier comportant les bactéries inhibées par le violet de gentiane, le 
deuxiéme les bactéries non influencées par ce colorant. Le premier 
groupe comprend presque uniquement des Ristella (Prévot), le 
deuxiéme ne comprend que des Spherophoraceae. Ces résultats mon- 
trent que : 1° les Bacteroideae (Bergey) sont représentées par des espéces 
trés différentes et confirment les idées de Prévot sur « linvalidité du 
genre bactéroides » [10] ; 2° les Spherophorus et Fusiformis semblent 
étve des genres voisins ; la majorité des espéces les représentant se 
comportant d’une facon identique vis-a-vis du violet de gentiane A 
1/100 900. 
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ETUDE DE DEUX SOUCHES DE CL. SACCHAROLYTICUM 
(Distaso) Bergey et al. 1923 


par M. HUET. 


(Institut Pasteur, Service des Andaérobies). 


En 1911, Distaso, étudiant la microflore de l’intestin du chimpanzé, 
a isolé une espéce nouvelle caractérisée avant tout par ses colonies 
noires en gélose profonde. La description qu’il en donne n’a pas été 
jugée suffisante par A.-R. Prévot, pour lui permettre de la classer dans 
son manuel. Toutefois, on trouve dans les éditions successives du 
manuel de Bergey une description sommaire de cette espéce, jusqu’ici 
non retrouvée. 

Etudiant nous-méme les anaérobies de l’intestin dé nombreuses 
especes animales, nous avons isolé deux fois ce microbe. Ces deux 
souches se rapprochent suffisamment de Cl. saccharolyticum pour lui 
étre identifiées, l'une comme espéce-type, l’autre comme une variété. 
Nous avons pu ainsi compléter son étude de facon a en permettre la 
classification et, le cas échéant, la détermination, car il ne s’agit pas 
d’une espéce trés rare. 

Dans les deux cas, les circonstances de l’isolement ont été les mémes : 

Pour le premier, dans les tubes de gélose profonde, ensemencée A 
partir d’un cadavre de chat putréfié et qui se trouvait & l’origine d’une 
enzootie de botulisme équin, nous avons remarqué, mélangées 4 un 
grand nombre de colonies différentes, des colonies lenticulaires qui, 
en quelques semaines, deviennent grises puis franchement noires. Ce 
fut la souche 571 F. Ensuite la souche Sa 4 fut repérée de la méme 
fagon : parmi de trés nombreuses colonies différentes, & partir de 
Vintestin de la sardine, apparition de colonies lenticulaires noires. 

Mais dés que ces deux souches furent purifiées, ce premier carac- 
tere s’atténua, puis disparut : en effet, en gélose V. F. glucosée, on ne 
voit plus aucune pigmentation, que la culture soit faite 4 37° ou A 26° 
et ce n’est que dans les tubes de milieu liquide et particuliérement en 
eau peptonée qu'il se forme trés lentement un dépdt noiratre ; la pig- 
mentation a pu étre mise de nouveau en évidence en eau peptonée 
gélosée placée 4 26°. Dans ces conditions, les colonies deviennent pres- 
que noires, surtout 4 la limite supérieure du développement et le 
pigment diffuse dans tout le tube, donnant a la gélose un aspect plombé 
caractéristique. 

Un phénoméne analogue se produit pour la morphologie des colo- 
nies. Aprés purification, celles-ci ne sont plus strictement lenticu- 
laires, mais assez rapidement elles deviennent irréguliéres, puis s’en- 
tourent d’une multitude de petites colonies satellites qui, par leur 
croissance, donnent a l’ensemble un aspect en buisson de corail, ou 
plus simplement d’une grosse colonie ouatée avec un centre opaque. 
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Tant pour la pigmentation que.pour la forme des colonies, il n’a 
pas été possible d’obtenir de nouveau les belles lentilles absolument 
noires qui se sont présentées 4 nous au cours de l’isolement. 


DescRIPTION DU GERME. — Morphologie : En bouillon V. F. glucosé, 
c’est un batonnet mesurant 0,8 wu sur 3 wp, a bouts arrondis, souvent 
disposé en V, en courtes chainettes. Quelques formes sporulées typi- 
quement clostridiennes. 

En gélose profonde : éléments beaucoup plus courts, trés nombreuses 
formes sporulées ; spores centrales ou subterminales. Prédominance 
d’éléments avec une grosse spore ovalaire centrale non déformante, 
domnant un aspect en navette. 

Les autres caractéres sont donnés dans le tableau ci-dessous en com- 
paraison avec la variété 571 F et Cl. saccharolylicum de Distaso. 


SE ECE I EES RRR SI EE SE SL ES I BST EST BA LEE INE RE EEO, 


CARACTERES 


Cl. sacchorolyticum 
de différenciation 


VARIETE 571 F (Distaso) 


ESPECE-TYPE Sa 4 


Mobilité. ... .|Mobile. Peu mobile. Mobile. 
ERO ixceeiel Vie, 56, %e] -i6) ‘ererie ce) ke + 
Odeur Sa Ro ts Fétide. Fétide. Mixte butyrique et 
fécaloide. 
Thermo-résistance. . .|Tué en 4 minutes 4100°.|Tué en 2 minutes a — 
100°. 

Oxydo-réduction. . . .|Rouge neutre, safranine|Rouge neutre, safranine == 

et phénosafranine ré-| et phénosafranine 

duits en 24 heures. réduits en 24 heures. 
MrOlAtING ce ce Sie us cee Liquifiée en 24 heures. /|Liquifiéeen 24 heures. |Liquifiée. 
LET a: Selig iin .|Précipité, puis coagulé,|Précipité non digéré.|Coagulum mou, diges- 


puis digéré au bout 
de 8 jours; gros gru- 


lion avec Liquide sur- 
nageant ambré. 


meaux dans le liquide 
clair. 


Albumines coagulées .|Lentement digérées. Non digérées. Digérées. 
fermentations sucrées.|Glucose, maltose, gly-|Néant. Glucoce, lactose, + 
cérine. saccharose —. 
CO) Sage enedroneee So, , = ; + 
Type fermentaire . . .|Acide isovalérianique |Acide lactique, iso- ? 
acétique. valérianique, acé- 
tique. 
Pouvoir pathogéne . ..|Nul. Nul. Nul. 


PosiTysoN DANS LA SYSTEMATIQUE. — Etant donné ses propriétés protéoly- 
tiques et son caractére gazogéne et fétide, cette espéce fait partie du 
sous-genre de Cl. sporogenes (groupe VII de Prévot). A l’intérieur de 


ce sous-genre, elle se situe prés de Cl. aerofetidum dont elle diffcre 
surtout par la formation de ces colonies noires. La souche Sa 4 cons- 
titue l’espéce-type, la souche 571 F constitue une variété non gluci- 


dolytique et peu protéolytique. 


Résumé. — 1° Deux souches d’un Clostridium donnant des colonies 
noires ont pu étre isolées, l’une de V’intestin du chat, l’autre de |’in- 
testin de la sardine ; 
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2° Ce Clostridium peut étre identifié & Cl. saccharolyticum (Distaso 
Rergey et al. 1923) isolé de V’intestin du chimpanzé ; 

3° Une description compléte de Cl. saccharolyticum a pu étre donnée, 
permettant sa classification et ultérieurement son identification. 
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ETUDE D'UNE VARIETE 
HAUTEMENT THERMORESISTANTE 
DE CL. VALERIANICUM 


par J. MEYER, J. MALGRAS et N. ALADAME, 


(nslilul Pasteur, Service des Anaérobies et Faculté de Pharmacie 
de Strasbourg, Laboratoire de Microbiologie). 


L’analyse bactériologique d’un grand nombre de boites bombées 
(conserves de choucroute garnie) a permis de mettre en évidence deux 
anaérobies ne différant que par quelques détails biochimiques et par 
leur thermorésistance, trés faible chez l’un, trés Glevée chez l’autre. 

Le premier de ces anaérobies a été facilement déberminé : il s’agis- 
sait de Cl. valerianicum, résistant moins de cing minutes a 100° et 
donnant en bouillon VY. F. une acidité volatile totale de 1,47 g par litre, 
correspondant au mélange isovalérianique/acétique voisin de 1 sur 2. 
Cette souche n’était ni toxique, ni hémolytique. Nous savons, par 
l'étude de 13 souches faite antérieurement dans le service, que cette 
espéce ne résiste jamais plus de dix minutes 4 l’ébullition, la plupart 
d’entre elles présentant une thermorésistance moyenne de cing minutes 
a 100°. 

Le deuxiéme, présentant la plupart des caractéres de Cl. valerianicum, 
résistait quatre heures 4 100°. C’est la seule souche de cette espece que 
nous ayons vu présenter cette thermorésistance élevée. 

En examinant de prés tous ses caractéres, nous yoyons qu’clle 
différe de l’espéce normale par plusieurs points : 

1° L’absence de fermentation du lactose, du galactose et du 
saccharose ; 

2° Le type fermentaire : isovalérianique/formique = 1/1 ; 

3° La production d’aldéhydes, d’alcools et de cétones. 

L’ensemble de ces différences de caractéres nous incite X individua- 
liser cette souche en variété nouvelle pour laquelle nous proposons le 
nom de Cl. valerianicum var. strasbourgensis. 
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D’aprés les expériences antérieures de Mayer et Lang [4] (1926), de 
Prévot, Raynaud et Tataki [2] (1951), il est permis de penser que 
c’est la présence de cette variété hautement thermorésistante qui a 
conféré, au cours de la stérilisation de ces boites, la résistance induite 
a la souche normale. On sait par les expériences de Prévot, Raynaud 
et Tataki, que cet entrainement de souches peu résistantes par une 
souche trés résistante n’existe que quand elles sont en contact. Aussi- 
tot aprés leur séparation, la souche peu résistante reprend son carac- 
tére normal. 

Il est nécessaire de tenir compte de ces faits dans J’industric de la 
conserve afin d’éviter l’infection et le bombage des boites. 


Résumr. — Dans des conserves bombées ont été isolées : une souche 
normale de Cl. valerianicum et une souche hautement thermorésis- 
tante que nous individualisons en variété nouvelle : Cl. valerianicum 
var. strasbourgensis. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Mayer et Lanc, cités par Weinberg, Nativelle et Prévot, p. 304. 
[2] A.-R. Prévor, M. Raynaup et H. Tatanit. Ces Annales, 1951, 80, 553. 


TRAITEMENT DE LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
DU COBAYE 
PAR « L'IODOCHLOROXY QUINOLEINE » 


par I’. TISON, 


(Sanaloriums de Praz-Coulant). 


Jozsef Born, Istvan Koczka et Sarolta Maron [4] ont étudié in vilro 
l’action des oxyquinoléines sur le bacille de Koch. 

Une concentration de 0,025 mg p. 100 serait suffisante pour obtenir 
une action bactériostatique. 

Nous avons voulu essayer l’action in vitro chez le cobaye. On sait que 
ce médicament est peu toxique. Des doses de 2 g par kilogramme ont 
été tolérées. 

La poudre a été émulsionnée dans l’eau distillée en présence de 
Tween 80. Ce qui a permis des injections sous-cutanées. Le produit 
étant insoluble, il se résorbe lentement au prix d’une réaction locale 
aseptique. C’est pourquoi les injections ont été espacées : 3 par semaine. 

A chaque injection, la dose était de 2,5 g, soit environ 3 cg par 
kilogramme et par jour. 

Tous les cobayes ont supporté le traitement. 

Deux groupes de 10 cobayes de méme poids ont été inoculés avec 
une souche humaine virulente. 

Le développement de Ja tuberculose a été respecté pendant trois 


semaines. 
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Le premier groupe a alors été traité par 3 injections hebdomadaires. 
Le second groupe servait de témoin. 

A partir de la cinquitme semaine du traitement, des cobayes ont 
été sacrifiés (un cobaye traité et un cobaye témoin). Le dernier animal 
a été sacrifié le cinquantiéme jour du traitement. 

Les résultats ont été nets. Tous les animaux ayant été inoculés sous 
la peau de la cuisse gauche, les lésions suivent la méme progression : 

Stade 1: ganglions inguinaux et présacrés ; 

Stade 2: ganglions, plus atteinte de la rate ; 

Stade 3: ganglions, plus rate, plus atteinte du foie ; 

Stade 4: ganglions, plus rate, plus foie, plus atteinte des poumons. 

On pourrait schématiser Jes résultats ainsi, s’il était permis de chif- 
frer les lésions : 


GROUPE TRAITE GROUPE TEMOIN 
3 3 
4 4 
4 4 
4 2 
4 hog 
4 2 
3 2 
4 4 
4 3 
2 4, 


La différence est nette et nous avons pensé intéressant de publier 
ces résultats. 


Une voie nouvelle s’ouvre peut-étre aux chercheurs pour une chimio- 
thérapie efficace de la tuberculose. 
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AEROBACTER AEROGENES ET KLEBSIELLA PNEUMONIA 
par G. RENOUX et A. TERDJMAN. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine, Montpellier.) 


De nombreux auteurs (voir Wilson et Miles [4]) ont constaté depuis 
longtemps qu’il est difficile, voire méme impossible, de séparer « Aero- 
bacter aerogenes de Klebsiella pneumoniae, sinon par l’origine du pré- 
lévement. 

Dans une publication de tendance essentiellement clinique, nous 
faisons remarquer que nous n’avons pas de caractéres hiochimiques 
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qui permettent de différencier ces deux espéces (Renoux et 
Terdjman [2]). Récemment, Kauffmann (1949 et 1951 [3, 4]) montre 
que leurs réactions sérologiques ou biochimiques sont identiques et 
qu’il convient de les confondre en une méme espéce: Klebsiella 
pneumoniae. 

Pour ce vérifier, nous avons examiné 380 souches (15 K. pneu- 
moniae et 15 A. aerogenes) de collection, obtenues grace & l’obligeance 
du professeur Hauduroy, directeur du « Centre de Collection de types 
microbiens », 4 Lausanne, que nous tenons a remercier trés vivement : 

Aerobacter aerogenes. — 6 souches provenant du Welcome Research 
Laboratory : 1844, 1345, 1346, 1416, 1464, 1466 ; 

9 souches venant de l’Hygiene Institute of the, New York State : 
L. 1851, L. 1852, L. 13853, L. 1354, L. 1855, L. 1856, L. 1857, L. 1368, 
L. 1859. 

K. pneumoniae. = Collection de l'Institut d’Hygiéne de Lausanne : 

4 souches : 444, 445, 446, 449 ; 

Welcome Research Laboratory : 2 souches : 180, 181 ; 

Hygiene Institute, New-York : 9 souches ; 136, 187, 188, 139, 140, 141, 
924, 925, 927. 

Les réactions étudiées sont : 

Cultures sur bouillon gélosé ordinaire, gélatine, milieu éosine-bleu 
de méthyléne, en bouillon ordinaire ; 

Production d’indol, présence d’une uréase, dégagement d’hydrogéne 
sulfuré, utilisation des citrates, production d’acétyl-méthyl-carbinol, 
réaction au rouge de méthyle, fermentation de lactose, glucose, saccha- 
rose, maltose, glycérine, esculine, rhammnose ; 

Virulence pour la souris ; 


Formation d’une capsule. 

La plupart des méthodes utilisées sont décrites dans la publication 
déja citée (voir également Terdjman, Renoux [5, 6]) ; la fermentation 
des sucres est observée par culture en eau peptonée (15 g de peptone 
Difco pour 1000 ml d’eau distillée, pH 7,2) contenant 1 p. 100 du glu- 
cide, du rouge de phénol comme indicateur coloré et une cloche en 
verre ; la virulence pour la souris est recherchée par inoculation sous- 
cutanée du 1/10 d’une culture sur gélose inclinée en tubes de 18 mm 
aprés vingt-quatre heures d’étuve a 37°. 

Ces mémes réactions, sauf l’inoculation a4 la souris faite seulement 
pour 80 échantillons, ont servi 4 lidentification de 500 souches récem- 
ment isolées des eaux, d’urines, de selles, d’expectorations, de liquides 
céphalo-rachidiens ou par hémocultures. 


RESULTATS. 


Aspect de la culture sur bouillon gélosé. — Toutes les souches pré- 
sentent la méme apparence : culture trés abondante, luxuriante, cré- 
meuse, blanc-grisdtre, avec tendance a |’étalement ; 


Culture en bouillon. — Toutes les souches ont montré une culture 
trés abondante, gommeuse, typique ; 
Culture en gélatine. — Conservée quinze jours 4 la température du 


laboratoire : toutes les souches donnent le « clou » typique, sans liqué- 
faction ; 
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Culture sur milieu E.M.B. — Toutes les souches donnent une cul- 


ture dont les colonies ont l’aspect microscopique typique décrit déja 
comme appartenant & A. aerogenes ; colonies muqueuses, roses, con- 
fluentes, & centre brun ; 

Production d’indol (méthode de Salkowski aprés vingt-quatre et 
quarante-huit heures de culture). — 2 souches ¢liquelées K. pneu- 
moniae (925 et 927) donnent de l’indol, soit 13 p. 100 ; 

1 souche d’A. aerogenes (1346), soit 6 p. 100, en donne également ; 

Présence d’uréase [milieu de Fergusson, observé pendant trois 


heures (1)]. — Toutes les souches (100 p. 100) A. aerogenes possedent 
une uréase ; 

14 souches sur 15 K. pneumoniae — seule exception 137 — ont aussi 
une telle enzyme ; 

Dégagement dhydrogéne sulfuré. — Ni les souches éliquetées 
K. pneumoniae, ni les souches A. aerogenes n’en dégagent (0 p. 100). 

Utilisation des citrates (milieu de Simmons). — Toutes les souches 


examinées (100 p. 100) se développent dans ce milieu ne contenant que 
du citrate de soude comme source de carbone. 

Recherche de lacélyl-méthyl-carbinol (réaction de Voges-Proskauer 
par la technique de O’Meara) et réaction de Clark et Lubs au rouge 
de méthyle : toutes les souches (100 p. 100) sont V. P. + et RM —. 

Fermentation des glucides. — Toutes les souches (100 p. 100) fer- 
mentent avec dégagement de gaz, lactose et glucose ; 

14/15 (85 p. 100 des souches' K. pneumoniae et 14/15 (85 p. 100) des 
souches A. aerogenes fermentent le saccharose ; 

13/15 (80 p. 100) des souches K. pneumoniae et 11/15 (72 p. 100) des 
souches A. aerogenes fermentent avec dégagement de gaz le maltose ; 

10/15 (66 p. 100) K. pneumoniae et 11/15 (72 p. 100) A. aerogenes 
fermentent le glycérol ; 

10/15 (66 p. 100) K. pneumoniae et 11/15 (72 p. 100) A. aerogenes 
fermentent l’esculine ; 

9/15 (60 p. 100) kK. pneumoniae et 8/15 (46 p. 100) A. aerogenes fer- 
mentent le rhamnose. 

Virulence pour la souris. — 14/15 (92 p. 100) K. pneumoniae, 
a l’exception de la souche 140, et toutes les souches (100 p. 100) A. aero- 
genes tnent la souris: on retrouve des bacilles dans les frottis ou les 
cultures du sang ou des viscéres. 

Présence de capsule, aprés coloration par la thionine ;: toutes les 
souches examinées, quelle que soit leur étiquette, sont encapsulées 
aprés un ou deux passages sur milieu lactosé. 

Enfin, nous avons obtenu des résultats semblables, 4 identification 
des souches isolées par nos soins. 


Concnusions. — Les caracléres morphologiques, culturaux,  bio- 
chimiques et la virulence pour la souris de 500 souches fraichement 
isolées et de 30 souches de collection ne permettent pas d’avoir de 
critéres qui séparent l'un de l’autre K. pneumoniae et A. aerogenes. 


(1) Rappelons qu'une souche donnée doit, dans des conditions techniques 
correctes, hydrolyser lurée en moins de trois heures. Jamais, sur des 
millers d’examens, nous n’avons observé d’attaque plus tardive. 


- 
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Ces résultats confirment ceux de Kauffmann qui conclut de leur 
étude sérologique et biochimique A l’identité de ces deux especes. Elles 
doivent étre confondues sous ia méme dénomination, Klebsiella pneu- 
moniae, quelle que soit l’origine du prélévement. 

Cette espéce a, outre sa composition antigénique, selon Kauffmann, 
les caractéres suivants : 

Bacille & Gram-négatif, encapsulé ; cultures muqueuses, abondantes 
sur bouillon gélosé ; ne liquéfie pas la gélatine, mais s’y développe 
en formant un clou typique, posséde une uréase (A de tres rares 
exceptions prés) ; pas de dégagement de SH, ; ne donne pas d’indol 
en général ; utilise les citrates comme seule source de carbone ; 

Réaction de Voges-Proskauer positive, réaction au rouge de méthyle 

» négative : donc IMVIC = + + — + ; 

Fermente avec dégagement de gaz lactose et glucose ; la plupart 
des souches fermentent aussi saccharose, maltose et glycérol, l’attaque 
du rhamnose et de l’esculine est moins constante. 

Aspect typique sur milieu éosine-bleu de méthyléne. 

Pathogéne pour la souris. 

Saprophyte, peut étre lagent chez Vhomme d/affections diverses 
intéressant l’appareil pulmonaire, les voies urinaires, les méninges et 
(ou) prenant une allure septicémique. 
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UTILITE D'UNE ASSOCIATION DE LEVURES 
DANS LE PROCESSUS DE VINIFICATION 


par 0. VERONA. 


(Instilut de Microbiologie agricole de lV’Universilé de Pise.) 


La technique rationnelle de la vinification repose sur l'emploi de 
levures sélectionnées. Ainsi la technique actuelle, qui comsiste a uti- 
liser un pied de cuve de Sacch. ellipsoideus pour ensemencer un mout 
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préalablement stérilisé par SO, (ou ses sels), rend de grands services 
puisqu’elle permet a la fermentation de s’établir 4 l’état de purete et 
de résister A l’action nuisible des levures sauvages. 

Mais on est en droit de se demander si cette technique est la meil- 
leure, et en particulier s’il est logique de faire opérer la vinification 
par une espéce pure plutdt que de la réaliser par l’action synergique 
et métabolique de plusieurs espéces de levures. 1 

C’est pourquoi nous avons étudié l’action des cultures associ¢es en 
vinification et les résultats qu’on obtient par cette méthode nouvelle. 


jour! 23456789 IDM Le {3 14 15 1617 18:19 20 2 22 25 24 25 


Evolution du processus fermentaire par: I, Sacch. ellipsoideus; Il, Sacch. verone; 
Ill, Sacch. ellipsoideus + Sacch. verone simultanément; 1V, Sacch. verone 
+ (5° jour) Sacch. ellipsoideus. 


L’exemple que nous exposons ici est trés significatif ; c’est celui de 
Vaction utile des levures de racine dans la vinification des vins de 
Sardaigne. 

Nous nous sommes proposé d’abord d’obtenir une fermentation 
moins violente, chose utile dans les climats méridionaux, et ensuite 
d’aboutir 4 une acidité volatile plus faible. Nous y avons réussi en 
employant deux levures différentes : la souche 101 de Sacch. ellipsoideus 
et la souche 40 de Zygosaccharomyces déterminée comme étant Sacch. 
veronae par M"* Lodder et M. Kreger van Rij. 

En inoculant d’abord S. veronae et, peu aprés, S. ellipsoideus, nous 
avons obtenu un ralentissement du processus fermentaire, comme le 
montrent le diagramme ci-dessus et les résultats terminaux. 

De tels résultats nous semblent trés intéressants du point de vue 
de l’cenologie. 


le 
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POUVOIR HEMAGGLUTINANT ET POUVOIR INFECTANT 
DU VIRUS DE NEWCASTLE 
AVANT ET APRES LA MORT DE L’EMBRYON INFECTE 


par P. ATANASIU et G. GAREAU. 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ P. Liépine]). 


L’hémagglutination des hématies par le virus grippal, phénoméne 
observé simultanément par Hirst [4] et MacClelland et Hare [2], 
consiste dans la fixation du virus sur les hématies de certaines espéces 
animales. Cette adsorption n’est pas permanente, le virus se libérant 
assez rapidement aprés |l’hémagglutination. On constate alors que le 
virus n’a pas subi de modifications, tandis que les globules rouges 
présentent certaines altérations : ils ne s’agglutinent plus en présence 
d’un autre virus. Hirst [3] explique le mécanisme de la maniére sui- 
vante : les hématies renferment des substances réceptives du type des 
polyosides ; le virus contient certains enzymes, qui auraient pour 
effet d’hydrolyser le récepteur. Les hématies ayant subi cette action 
deviennent incapables d’adsorber le virus. On peut arriver 4 empécher 
Vhémagglutination par des polyosides (des extraits d’hématies, de 
mucilages [4]), par du blanc d’ceuf ou des extraits de glandes sali- 
vaires [5] qui contiennent des substances analogues aux hapténes 
spécifiques des érythrocytes. On peut également empécher l’hémagglu- 
tination par des filtrats de vibrion cholérique [6]. Hirst (loc. cit.) 
a montré l’existence d’un parallélisme entre le pouvoir hémaggluti- 
nant du virus grippal et son pouvoir infectant pour la souris. Vieu- 
change, Sautter et Reinié [7], opérant par passages en série du virus 
grippal, ont montré que les deux pouvoirs ne sont superposables que 
sous certaines conditions : physiques (pH, température) ou chimiques 
(formol). 

Pour le virus de la grippe on a obtenu, au moyen de la chaleur, 
la dissociation entre l’hémageglutination et la virulence, tandis que pour 
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le virus de Newcastle, on n’a pas pu obtenir cette dissociation (Chu [Sides 
par contre, de faibles doses de formol sont capables de la réaliser, tant 
pour le virus de Newcastle que pour celui de la grippe (souche Lee)). Enfin, 
le pouvoir hémagglutinant et la virulence du virus de Newcastle ont 
pu étre dissociés par une pression hydrostalique convenable [iOite Rap- 
pelons que le virus de Newcastle, cultivé dans loeuf incubé, agglutine 
toute une série d’hématies de différents animaux et qu’il est neutra- 
lisé par les sérums spécifiques (Burnet, 1942 [40j). Il n’y a aucune 
relation sérologique entre le virus de Newcastle et celui de la grippe. 
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Taux dhémagglutination et virulence du virus de Newcastle «Souche Var». 


Matériel exposé aprés 48 heures & deux températures différentes (+ 4° et 
+ 37°C). 


La préparation & partir de lceuf entier d’un vaccin contre la 
maladie de Newcastle a posé deux problémes. 

1° Quel est le taux de virulence dans les différentes parties de l’ccuf 
infecté aprés la mort de celui-ci ? 

2° Quelle est la relation entre l’hémagglutination et la virulence 
aprés la mort de l’embryon soumis 4 des températures différentes ? 

Pour répondre a la premiére question, nous avons fait l’expérience 
suivante : des ceufs de onze jours d’incubation sont inoculés par voie 
chorio-allantoidienne avec la souche VAR 1949 [44] du virus de New- 
castle & la dilution de 10—+ (0,05 ml). Peu de temps aprés la mort, on 
préleve les quatre parties de l’ceuf (liquide, jaune, blanc ; foie, rate, 
cerveau, peau de l’embryon). Aprés broyage et dilution (10—+ aA 10—°), 
des ceufs de dix ou onze jours d’incubation sont inoculés par la voie 
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chorio-allantoidienne ; le titre infectant (DL,,) est calculé d’aprés la 
méthode de Reed et Muench [42]. 

Le tableau I montre que la partie la plus riche en virus, ou la plus 
virulente, est représentée par les deux liquides chorio-allantoidien et 
amniotique (10~*!°). Viennent ensuite le broyat d’embryon (10~ 7°) 
le jaune (10—°°%) et en dernier lieu le blanc (ICS "Ay, 


’ 


TasLeau 1. — La virulence du virus de Newcastle dans les différentes 
parties de l’ceuf, aprés la mort de celui-ci. 


_ DILUTION 


Liquides chorio-all. et 


amniotique .... ) ; 3/5 : 40) — 8,10 
JAUNO Rese Sok es 10) — 6.66 
Blanc : 4 ! 40 —5 23 
40) -- 7,50 


(1) Nombre d’ceufs morts. 
(2) Nombre d cwufs inoculés. 
DL,, moyenne 10~ ®87, 


Pour répondre a la seconde question, nous avons étudié parallé- 
lement la virulence des liquides et Vhémagglutination aprés la mort 
de Vembryon inoculé, c’est-a-dire aprés quarante-huit heures, et ce 
i deux températures différentes. 

Pour cela, nous avons sacrifié les ceufs inoculés toutes les trois 
heures jusqu’au commencement de |’hémagglutination, puis nous les 
avons ouverts a la trente-septi¢me heure, 4 la quarante-huitiéme heure 
et a la soixante-cinquiéme heure. 

L’hémagglutination débute entre la treiziéme et la seiziéme heure 
aprés l’inoculation de 0,05 ml (dilution 10—+). A la seizitme heure, le 
titre est de 1280 (voir tableau JI) pour arriver a4 la quarante-huiti¢me 
heure au taux maximum, compris entre 5120 et 10240. 

A partir de quarante-huit heures, les ceufs sont divisés en deux 
groupes : une série reste 4 37° et l’autre est placée 4 + 4° jusqu’da 
soixante-cing heures. Sur le graphique, on remarque aprés quarante- 
huit heures une légére diminution de l’agglutination pour les ceufs 
a + 4. Pour la série soumise A 37°, le taux d’hémagglutination haisse, 
presque a la moitié de son titre, au bout de quarante-huit heures. 

La virulence des liquides chorio-allantoidien et amniotique pour les 
ceufs } quarante-huit heures est de 10 —7%° (tableau II). Pour les ceufs 
restant A 37° jusqu’d soixante-cing heures, le titre est le méme 
(10 —7°°), mais pour les ceufs soumis 4 + 4°, la virulence  s’éléve 
Fie ID) ete 


Discussion. — Les embryons de poulets inoculés avec le virus de 
Newcastle (souche VAR 1949) meurent aux environs de quarante-huil 
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Tasteau Il. — Le taux de virulence des deux liquides aprés la mort 
de ’embryon soumis a deux températures différentes. 


DILUTIONS CHORLO-ALL. ET AMNLOTIQUE 
TEMPS 
: ; TEMPERATURE ian 
d'incubation ie ate erry tie p- 
48 heures. . . 31° 40 (41)/10(2) | 10/10} 4/10} 4/10 | 0/10 | 10—79° 
65 heures. . . ait 10/10 10/40) 2/40) 0/10 | O/10 | 10— 480 
48 465 heures 4o 10/40 10/40} 410/40} 5/40 | 2/40 | 10—8,58 


(1) Nombre d’ceufs morts. 
(2) Nombre d’ceuts inoculés. 


heures apres Vinoculation. Le taux d’hémagglutination des deux 
liquides mélangés (amniotique et allantoidien) présente aussi un 


maximum 4 ce moment (5120 et 10240). Leur virulence atteint 10 —7*". 


Si on place aprés quarante-huit heures une partie des ceufs a + 4° 
et une autre partie 4 + 37°, le taux d’hémagglutination révéle des 
changements appréciables. Pour les ceufs & + 4°, le taux d’hémagglu- 
tination reste inchangé. Pour ceux mis A + 37°, dans une premiére 
expérience le taux de 10240 s’abaisse & 640 et dans une deuxiéme expé- 
rience de 5120 a 1280. La raison de cette chute est peut-étre due a des 
substances inhibitrices du type ovalbumine ou mucine qui diffusent 
vers les deux liquides et produisent cette baisse de l’hémagglutination. 
Nous avons contrélé en méme temps la virulence du méme matériel 
et nous avons constaté que les mémes substances inhibitrices ont le 
pouvoir d’empécher Ja croissance du virus et peuvent méme diminuer 
légérement le taux de sa virulence. Au contraire, la virulence du produit 
gardé a + 4° augmente sensiblement : elle passe de 10 —%° (quarante- 
huit heures) A 10-8 (soixante-cing heures). 

En résumé, la virulence moyenne des quatre parties de l’ceuf inoculé 
avec le virus de Newcastle est de DL,, :10—*§, les extrémes étant 
représentés par les liquides (10 —7*) et l’albumen (10 —5*), Le taux 
d’hémagglutination des deux liquides de l’ceuf infecté avec le 
virus VAR 1949 atteint son maximum en quarante-huit heures. 
Pour les ceufs placés ensuite & 37°, ce taux s’abaisse, et pour ceux 
a + 4° il se maintient ; A cette température, la virulence montre au 
contraire, jusqu’a la soixante-cinquiéme heure, une augmentation de 
sept fois. 
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HERNIES ABDOMINALES CHEZ LES SOURICEAUX 
INOCULES AVEC LE VIRUS COXSACKIE 


par P. LEPINE, V. SAUTTER et L. REINIE. 


CUnstitut Pasteur, Service des Virus.) 


Depuis Jlisolement des deux premiéres souches francaises de 
Coxsackie [4], nous avons, au cours d’enquétes épidémiologiques ou 
de l’étude de syndromes cliniques, isolé un total de 24 souches qui 
ont subi chacune quelques passages sur souriceaux nouveau-nés. 

La majeure partie de ces souches appartient, du point de vue des 


Fie. 14. — Coxsackie, souche 51-799. Souriceaux de 48 heures 
inoculés avec le matériel traité. Apparition d’une hernie abdominale. 


lésions histologiques, au groupe A de Dalldorf. Leur classement séro- 
logique, effectué pour certaines d’entre elles, est en cours d’exécution 
pour les autres. 

A lVoccasion de ]’isolement de quatre de ces souches, nous avons 
observé sur les souriceaux nouveau-nés l’apparition, vingt-quatre 
heures aprés l’inoculation, d’une tuméfaction de la paroi abdominale 
localement distendue, non enflammée, formant une poche flasque peu 
visible au repos, mais devenant proéminente et rénitente 4 l’occasion 
des mouvements ou des efforts de l’animal, présentant tous les carac- 
teres d’une hernie de la paroi (fig. 1). Les souriceaux, agés de 
moins de 48 heures, avaient été inoculés ‘dans le péritoine avec 
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Fic. 2, — Souriceau témoin. Coupe de la paroi abdominale. De haut en bas : 
peau, tissu cellulaire sous-cutané, couche musculaire, péritoine (grossis 
sement: 125). 


Fic. 3. - Souriceau atiemt de hernie ue la paroi. Coupe a lextrémité du sac 
herniaire : la couche musculaire est réduite & droite a quelques faisceaux 
muscutaires dischromiques et infiltrés, puis disparait au centre (grossis- 
sement : 125). 
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un extrait des matiéres fécales des malades, préparé selon la technique 
classique et additionné d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine). 
Cette hernie n’a été observée qu’avec du matériel d’injection renfer- 
mant le virus de Coxsackie ; il a constamment fait défaut lors de 
24 essais d’isolemefit demeurés négatifs, de méme qu’A l’occasion de 
la transmission au souriceau nouveau-né d’autres maladies A virus. 
Il semble donc bien étre en relation directe avec le virus Coxsackie, 
ou tout au moins avec certaines souches de ce virus. 

La dissection et l’examen histologique de la paroi abdominale 
des souriceaux confirment qu’il s’agit bien d’une hernie de la 


Fie. 4. — Méme préparation que la figure précédente. Limite du sac herniaire. 
On reconnait, en bas a droite, les fibrilles musculaires fragmentées, altérées 
et en voie de lyse; en haut 4 gauche, l’infiltration 4 polynucléaires bordant la 
zone ou ont disparu les fibres musculaires; a gauche en bas, le péritoine 


(grossissement : 600). 


paroi consécutive a l’atteinte et aux lésions musculaires des grands 
droits (fig. 2, 3, 4). On constate, aprés l’apparition des lésions de 
Ja fibre musculaire, désormais classiques, dues au virus (disparition 
de la striation, dischromie, état moniliforme, fragmentation, puis lyse 
de la fibrille), la rupture ou la disparition des faisceaux musculaires 
amenuisés et la création d’un hiatus dans la couche musculaire, limité 
par des amas de polynucléaires qui phagocytent les restes fragmentés 
des fibrilles. Dans ces conditions, la masse intestinale fait hernie 
a travers la béance du plan musculaire détruit, le sac herniaire étant 
constitué par l’accolement du péritoine contre la peau revétue de son 
tissu cellulaire sous-cutané. 

Avec les quatre souches qui ont causé cette lésion chez le souriceau, 
la proportion des animaux atteints au premier passage a été assez 
élevée (trois fois 4/4, une fois 4/8, une fois 1/4). Lors du second pas- 
sage, la proportion des animaux atteints est beaucoup plus faib'e (2, 
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1 ou O sur 4). Lors des passages ultérieurs, la lésion abdominale 
disparait et l’on voit apparaitre les lésions musculaires généralisées 
classiques avec les virus du groupe A. Nous n’avons jamais observé 
cette hernie de la paroi au cours des passages des 20 autres souches 
qui n’en avaient pas présenté lors du premier passage. 

En conclusion, Vapparition d’une hernie de la paroi chez les souri- 
ceaux inoculés avec un produit suspect, observés par nous avec 
4 souches sur 24 isolées, constitue une forte présomption de présence 
du virus Coxsackie dans le matériel étudié. 
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UNE PREUVE DU ROLE CELLULAIRE 
DANS L’'ETUDE 
DU CONFLIT CELLULES-MICRO-ORGANISMES. 
INDICE D’ACTIVITE CELLULAIRE 
par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur, Hépital Trousseau.) 


Dans une précédente communication sur la phagocytose proyo- 
quée [4], nous avons écrit : « Au-dessous de 15°, les cellules restent 
inactives. Au-dessus, leur activité s’accentue 4 mesure que l’on approche 
de 37°, elle semble devenir fébricitante entre 39°-40° pour aller s’atté- 
nuant au dela ». C’est sur ce point que nous voulons  insister 
aujourd ‘hui. 

Si nous reprenons les expérimentations concernant la phagocytose 
provoquée, nous constatons qu’au dela de 42° environ, les cellules 
paraissent ralentir leur activité. Les phagocytoses, les inclusions micro- 
biennes semblent se raréfier, les agglomérats sont de moins en moins 
denses. A 45° on peut dire que la phagocytose a & peu prés totalement 
disparu. 

A ces deux points extrémes, l’on peut aisément, par une expression 
numérique, mettre en évidence, d’une part, la souffrance des cellules, 
et, d’autre part, la mort des cellules. En effet : 


1° Mort des cellules. — Prenons différents sangs défribrinés et pré- 
parons pour chacun d’eux 6 tubes contenant 1 cm* de sang. 

Trois de ces tubes seront chauffés au bain-marie 4 45° dix minutes. 

Aprés leur refroidissement, les 6 tubes recevront 1 goutte de la 
méme suspension microbienne, Staphylococcus aureus par exemple. 

Portons @ l’étuve 4 39°. Agitation. Huit heures d’étuve. Réfrigération 
et ensemencement suivant la méthode antérieurement exposée [2]. 

Résultat, — On est immédiatement frappé par les points suivants : 
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a) Comme cette méthode l’a montré, les sangs non chauffés donnent 
une expression numérique en relation trés nette avec l’activité de leur 
phagocytolyse. Les différences entre les sangs sont souvent considé- 
rables. 

b) Les sangs chauffés donnent, eux, des cultures toujours extréme- 
ment riches en microorganismes. (Ces mémes sangs, chauffés a 
des températures plus élevées, donnent des réponses pratiquement 
semblables.) D’un sang a4 l’autre, l’on observe des différences, mais de 
faible amplitude eu égard aux mémes sangs non chauffés, différences 
en relation, peut-étre avec les qualités végétatives du sang, plus 
sirement avec les influences sériques (agglutinines) qui, 4 cette tem- 
pérature de 45°, évidemment, n’ont subi aucune atteinte. En somme, 
le sang chauffé se comporte A peu prés comme un vulgaire milieu de 
culture. (Dans la pratique courante nous portons nos sangs A 48° par 
mesure de sécurité.) 

Par conséquent, le rapport des chiffres de richesse microbienne des 
ensemencements du sang chauffé au sang non chauffé peut étre extré- 
mement variable. Il n’est pas rare que nous ayons, par exemple, des 
chiffres tels que : 


Saneuc aire. tyes eee ee Ss arts seins 300.000 colonies. 
Sane Oni Maull lac se cp ee SAG ep o) cowvemio ch si Ferd: 400 colonies. 


Le rapport est donc 3000. On peut avoir des chiffres plus élevés, on 
peut avoir des chiffres voisins ou égaux a 1. 

Ce rapport nous apparait trés suggestif, il est la confrontation de 
Vactivité d’un sang a lui-rméme sans autre modification que la des- 
truction cellulaire. On ne peut espérer, semble-t-il, témoin moins 
suspect. 

L’expression de ce rapport est pour nous l’indice d’activité cellulaire 
d’un sang. Nous ajouterons pour un pathogéne déterminé ce qui 
découle de nos exposés précédents. 

Pour obtenir des indices aussi expressifs, il nous faut utiliser des 
doses trés faibles de microorganismes, par exemple pour une certaine 
souche virulente de Staphylococcus aureus : culture sur milieu T de 
vingt heures diluée 4 1/3 000. A dose trop élevée dans le milieu sang 
chauffé, la végétation a tot fait d’atteindre son plafond. A dose faible, 
Vensemencement se fera en plein accroissement des cultures de part 
et d’autre, ce qui, incontestablement, sera plus précis. 

Mais nous rencontrons alors un autre écueil pour les sangs actifs non 
chauffés, des sangs d’activités différentes pouvant alors donner des 
indices quasiment identiques, la quantité de microorganismes mise a 
leur disposition restant insuffisante pour saturer l’activité du moins 
actif. On peut pallier facilement cet inconvénient. 


2° Souffrance des cellules. — Pour étudier cette donnée, il convient 
d’utiliser un microorganisme dont la croissance numérique ne souffre 
pas A la température de 41°, tel le Staphylococcus aureus. 

Préparons par sang 12 tubes 4 1 cm® de sang défibriné. Six seront 
portés A 48° dix minutes..Aprés leur refroidissement, tous les tubes 
recevront I goutte de la suspension de Staphylococcus aureus dosée 
comme ci-dessus. Puis 6, dont 3 chauffés, seront placés céte a céte 
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dans un bain-marie de glycérine pure. Les 6 autres dans un bain- 
marie de glycérine additionnée d’eau. 

Chaque bain sera muni d’un thermométre 4 maxima. 

Portons a l’étuve céte a cote A une température suffisante pour que 
le bain de glycérine pure soit réglé 4 41°5. L’autre restera 4 une tem- 
pérature inférieure de 0°5 a 1°. 

Agitation et ensemencement Aa la fin de la huiti¢me heure. 


ConsTaTATIons. — Sang chauffés. — Les différences sont peu mar- 
quées, établissant ainsi que Staphylococcus aureus n’a pas ou peu 
souffert. La richesse est d’ailleurs favorisée par la plus basse température. 

Sangs non chauffés. — Les chifires sont toujours et souvent trés 
sensiblement plus élevés pour les sangs ayant travaillé 4 41°5, chiffres 
indiquant donc nettement la mise en difficulté des cellules dans leur 
fonction de défense. 

De ces expériences, nous éliminons, bien entendu, les sangs sous 
influence d’antibiotiques. 

En résumé, cette expérimentation révéle que la fonction cellulaire 
antimicrobienne d’un sang est mise en difficulté au voisinage de 41° 
pour disparaitre complétement a 45°. 

Cette constatation permet de mesurer l’activité purement cellulaire 
d’un sang en confrontation avec le méme sang inactivé. Ce rapport 
est l’indice de l’activité cellulaire vis-a-vis d’un pathogéne déterminé. 
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